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ISOLASI DAN ELUSIDASI STRUKTUR BIFLAVONOID DARI DAUN 
NYAMPLUNG (Calophyllum inophyllum Linn.) 
 
DIAN WULANDARI 
Jurusan Kimia, Fakultas MIPA Universitas Sebelas Maret 
 
ABSTRAK 
Telah dilakukan isolasi dan elusidasi struktur senyawa kimia dari daun 
Calophyllum inophyllum Linn. yang berasal dari daerah Klaten. Isolasi dilakukan 
dengan maserasi menggunakan pelarut metanol. Fraksinasi dan pemurnian 
senyawa dari ekstrak metanol menggunakan kromatografi vakum cair, 
kromatografi flash dan kromatografi kolom, menghasilkan 0,019 g padatan 
berwarna kuning. Elusidasi terhadap struktur senyawa dilakukan dengan metode 
spektroskopi seperti UV, IR, 1H NMR, 13C NMR APT dan NMR 2-dimensi. 
Spektra UV menunjukkan dua pita serapan pada λmaks 330,5 nm  yang merupakan 
sistem sinamoil dan 268,5 nm yang merupakan sistem benzoil. Spektra IR 
menunjukkan serapan khas gugus fungsi seperti  OH, C=O dan C=C aromatik. 
Spektra 13C NMR APT memperlihatkan adanya 12 karbon metin, 16 karbon 
kuartener dan dua karbon karbonil. Kemudian identifikasi dengan spektra 1H 
NMR memperlihatkan adanya 12 proton aromatik diantaranya tiga proton 
menunjukkan sistem ABX dan empat proton menunjukkan sistem AA‟BB‟. 
Berdasarkan analisa data, senyawa yang telah diisolasi tersebut adalah senyawa 
biflavonoid. 
 
















ISOLATION AND ELUSIDATION STUCTURE OF A BIFLAVONOID 
FROM LEAVES OF NYAMPLUNG (Calophyllum inophyllum Linn.) 
 
DIAN WULANDARI 
Department of Chemistry, Faculty of Mathematics and Natural Sciences  




Isolation and structure elucidation of chemical constituent from leaves 
Calophyllum inophyllum Linn. from Klaten has been conducted. Isolation was 
conducted by maceration with methanol as solvent. Fractination and purification 
of compound from methanol extracts by vacuum liquid chromatography, flash 
chromatography and column chromatography, yielded 0.019 g of yellow powder. 
The structure of the compound was elucidated by spectroscopic method such as 
UV, IR, 1H NMR, 13C NMR APT and 2D-NMR. The UV spectrum showed two 
band peaks at maximum wavelength 330.5 nm that represented sinamoil system 
and 268.5 nm that represented benzoil system. The infra red spectra showed the 
presence of several characteristic functional groups such as OH, C=O and 
aromatic groups C=C. The 13C NMR APT spectra presences there are 12 methine 
carbons, 16 quarterner carbons and two carbonil carbons. Further identification 
with 1H NMR spectra presences there are 12 aromatic protons among three 
protons showed ABX system and four protons showed AA‟BB‟ system. Based on 
the analytical structure, the compound has been isolated is biflavonoid. 
 



















Kebodohan merupakan tanda kematian jiwa, terbunuhnya kehidupan dan 
mebusuknya umur. 
” Sesungguhnya, Aku mengingatkan kepadamu supaya kamu tidak termasuk 
orang-orang yang tidak berpengetahuan ” (QS. Hud: 46) 
 
Siapa saja yang memahami hikmah dibalik perintah menuntut ilmu, niscaya 
dia tidak akan pernah menyiakan waktunya sedikitpun dengan hal yang tidak 
bermanfaat. 
 
Sesungguhnya setiap kesulitan tersimpan hikmah dan sesudahnya pasti ada 
kemudahan, karenanya bersabarlah karena sabar itu indah. 
” Allah tidak membebani seseorang, melainkan sesuai dengan kesanggupannya 
” (QS. Al-Baqarah : 286) 
” Dan, barangsiapa yang bertaqwa kepada Allah niscaya Allah akan 
menjadikan baginya jalan kemudahan dalam urusannya ” (QS. Ath-Thalaq:4) 
 
” Sesungguhnya jika kamu bersyukur, pasti Kami akan menambah (nikmat) 
kepadamu, dan jika kamu mengingkari (nikmat-Ku), maka sesungguhnya 
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A. Latar Belakang Masalah 
Negara Indonesia merupakan salah satu negara tropis yang memiliki 
keanekaragaman flora hayati yang dapat dimanfaatkan untuk pengobatan 
tradisional. Banyak spesies tumbuhan yang telah dilaporkan manfaatnya dalam 
bidang pengobatan tradisional. Salah satunya berasal dari genus Calophyllum dari 
family Clusiaceae. Genus Calophyllum merupakan tumbuhan tropis yang terdiri 
180-200 spesies yang berbeda yang terkenal kaya akan sejumlah senyawa bioaktif 
(Su et. al., 2008). Beberapa spesies dari genus Calophyllum dilaporkan 
bermanfaat sebagai obat oles untuk penyakit reumatik dan mengobati peradangan 
pada mata (Heyne, 1987). 
Kelompok senyawa bahan alam yang telah diisolasi dari genus 
Calophyllum cukup beragam, diantaranya senyawa turunan santon, kumarin, 
flavonoid, benzodipiranon, triterpenoid dan steroid. Berdasarkan kerangka 
dasarnya, senyawa yang diisolasi merupakan senyawa aromatik kecuali 
triterpenoid dan steroid (Su et. al., 2008). Senyawa aromatik mempunyai banyak 
aktifitas yaitu senyawa kumarin dilaporkan menunjukkan aktivitas penghambat 
virus HIV (Patil, et. al., 1993), aktivitas sitotoksik (Yimdjo, et. al., 2004) dan anti-
tumor (Itoigawa et. al., 2001). Senyawa santon dilaporkan menunjukkan aktivitas 
sitotoksik dan anti mikroba (Noldin, et. al., 2006). Senyawa flavonoid dilaporkan 
mempunyai aktivitas sitotoksik dan anti-tumor (Ito et. al., 1999). Salah satu 
spesies dari genus Calophyllum adalah Calopyllum inophyllum Linn. yang lebih 
dikenal dengan nama nyamplung.  
Penelitian komponen kimia dari tumbuhan C. inophyllum telah banyak 
dilakukan di luar negeri. Penelitian pada bagian kulit akar C. inophyllum yang 
berasal dari Jepang (Iinuma et al., 1994, 1995), Kamerun (Yimdjo, et. al., 2004; 
Hay, et. al., 2004) dan Malaysia (Ee, et. al., 2009) telah berhasil diisolasi senyawa 
santon. Senyawa tersebut juga ditemukan pada bagian kayu C. inophyllum yang 






(Kumar, et. al., 1976). Penelitian pada bagian daun C. inophyllum yang berasal 
dari India (Khan, et. al, 1996) telah berhasil diisolasi senyawa benzodipiranon, 
sedangkan daun yang berasal dari Pakistan (Ali et. al., 1999) berhasil diisolasi 
senyawa benzodipiranon, triterpenoid dan steroid. Berbeda lagi dengan daun yang 
berasal dari Malaysia (Patil et. al., 1993) berhasil diisolasi senyawa kumarin. 
Senyawa yang berhasil diisolasi pada daun C. inophyllum sebagian besar adalah 
senyawa kumarin dan benzodipiranon yang termasuk dalam senyawa aromatik. 
Penelitian yang telah dilakukan dari spesies C. inophyllum menunjukkan bahwa 
sebagian besar senyawa yang terdapat pada kayu, kulit akar, dan akar merupakan 
senyawa santon, sedangkan senyawa yang berhasil diisolasi pada bagian daun C. 
inophyllum yang berasal dari tiga tempat berbeda menghasilkan senyawa yang 
berbeda dan dapat juga dihasilkan senyawa yang sama. Hal ini dapat disebabkan 
karena perbedaan asal sampel tumbuhan yang dapat memberikan perbedaan hasil 
terhadap jenis senyawa yang diisolasi walaupun tidak menutup kemungkinan 
dapat dihasilkan senyawa yang sama dengan yang pernah dilaporkan. Perbedaan 
kondisi geografis, iklim dan ekologi diduga mempengaruhi kandungan kimia 
suatu tumbuhan walaupun masih dalam spesies yang sama.  
Penelitian komponen kimia dari daun C. inophyllum yang berasal dari tiga 
tempat berbeda tersebut diisolasi dengan jenis pelarut yang berbeda. Isolasi daun 
C. inophyllum oleh Khan menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol 
didapatkan senyawa benzodipiranon. Isolasi daun C. inophyllum oleh Ali 
menggunakan metode maserasi dengan pelarut etanol didapatkan senyawa 
benzodipiranon, triterpenoid dan steroid. Berbeda lagi dengan Patil yang 
menggunakan metode maserasi dengan campuran pelarut metanol: dikloro metan 
(1:1) didapatkan senyawa kumarin. Berdasarkan uraian di atas selain perbedaan 
asal sampel tumbuhan, perbedaan jenis pelarut yang digunakan pada proses isolasi 
diduga juga dapat memberikan pengaruh terhadap senyawa yang berhasil 
diisolasi. Pernyataan tersebut baru sebatas dugaan yang memerlukan banyak lagi 
data untuk membenarkan pernyataan tersebut.  
Tumbuhan C. inophyllum banyak tumbuh di berbagai daerah di Indonesia, 






namun penelitian mengenai kandungan kimia tumbuhan C. inophyllum yang 
tumbuh di Indonesia belum banyak dilaporkan. Penelitian yang dilakukan lebih 
banyak difokuskan pada bagian bijinya yang berpotensi sebagai minyak untuk 
biodiesel, sedangkan untuk bagian lainnya seperti daun, batang dan akar belum 
banyak diteliti. Berdasarkan penelitian yang telah dilakukan di luar negeri dari 
daun spesies C. inophyllum menunjukkan bahwa sebagian besar senyawa yang 
ditemukan adalah merupakan senyawa aromatik. Oleh sebab itu, pada penelitian 
ini akan dilakukan isolasi senyawa aromatik dari daun C. inophyllum yang 
kemudian akan dilanjutkan dengan elusidasi struktur dari senyawa yang diperoleh 
untuk mengetahui struktur senyawa aromatik yang terkandung di dalamnya. 
 
B. Perumusan Masalah 
1. Identifikasi Masalah 
Penelitian isolasi senyawa kimia dari daun C. inophyllum telah banyak 
dilaporkan dengan sampel yang berasal dari luar negeri. Perbedaan asal sampel 
diduga dapat memberikan perbedaan terhadap senyawa yang diisolasi. Tumbuhan 
C. inophyllum juga tumbuh subur di Indonesia, seperti Sumatera, Jawa, Nusa 
Tenggara, Sulawesi, dan Bali. 
Berdasarkan penelitian yang pernah dilaporkan, dari daun C. inophyllum 
telah berhasil diisolasi berbagai senyawa kimia baik dari golongan senyawa 
aromatik maupun non aromatik. Golongan senyawa aromatik yang dilaporkan 
antara lain kumarin dan benzodipiranon, sedangkan golongan senyawa non 
aromatik antara lain steroid dan triterpenoid. Senyawa yang berhasil diisolasi dari 
daun C. inophyllum sebagian besar merupakan senyawa aromatik sehingga pada 
penelitian ini senyawa yang akan diisolasi difokuskan pada senyawa aromatik. 
Isolasi senyawa kimia dari suatu bahan alam dapat dilakukan dengan 
beberapa metode. Metode isolasi yang digunakan pada penelitian sebelumnya 
adalah maserasi dengan jenis pelarut yang berbeda-beda yaitu pelarut etanol dan 
campuran antara metanol dengan dikloro metan. Isolasi senyawa pada penelitian 
ini digunakan jenis pelarut metanol untuk melihat senyawa aromatik yang berhasil 






Senyawa yang berhasil diisolasi selanjutnya perlu dielusidasi untuk 
mengetahui struktur senyawanya. Elusidasi stuktur senyawa dapat dilakukan 
dengan berbagai metode seperti skrining fitokimia, KLT, spektroskopi UV-Vis, 
spektroskopi inframerah (IR), spektroskopi resonansi magnet inti (NMR) dan 
spektroskopi massa (MS). 
 
2. Batasan Masalah 
Berdasarkan identifikasi masalah di atas, maka masalah dalam penelitian 
ini dibatasi oleh: 
a. Daun C. inophyllum yang digunakan diperoleh dari Jawa Tengah, yaitu dari 
daerah Klaten. 
b. Isolasi senyawa kimia dari daun C. inophyllum difokuskan pada senyawa 
aromatik. 
c. Isolasi dilakukan dengan cara maserasi dengan pelarut metanol. 
d. Elusidasi struktur senyawa dilakukan dengan metode KLT, spektroskopi UV-
Vis, IR dan NMR. 
 
3. Rumusan  Masalah 
a. Senyawa aromatik apakah yang berhasil diisolasi dengan metode maserasi 
dengan pelarut metanol dari daun  C. inophyllum? 
b. Bagaimana struktur senyawa aromatik yang berhasil diisolasi dari daun C. 
inophyllum? 
 
C. Tujuan Penelitian 
Penelitian ini bertujuan untuk: 
1. Mengisolasi senyawa aromatik yang terkandung dalam daun C. inophyllum 
dengan metode maserasi dengan pelarut metanol. 








D. Manfaat Penelitian 
Manfaat yang diperoleh dari penelitian ini adalah memberikan informasi 
dan menambah referensi mengenai senyawa aromatik yang terkandung dalam 

















































A. Tinjauan Pustaka 
1. Tumbuhan Genus Calophyllum 
Calophyllum (dari bahasa yunani: kalos yang artinya cantik, dan phullon 
yang artinya daun) merupakan genus dari sekitar 180-200 spesies berbeda dari  
famili Clusiaceae (Su et. al., 2008). Telah banyak manfaat yang dapat diambil dari 
tumbuhan Genus Calophyllum. Beberapa spesies dari genus ini dimanfaatkan 
kayunya untuk bahan bangunan. Bagian tertentu dari genus Calophyllum 
dimanfaatkan untuk pengobatan tradisonal, antara lain getah dari C. inophyllum 
digunakan sebagai obat reumatik, sementara air rendaman daun C. inophyllum 
dapat untuk mengobati peradangan pada mata (Heyne, 1987). Beberapa senyawa 
yang telah berhasil diisolasi mempunyai aktivitas biologi seperti anti HIV (Patil 
et. al., 1993), anti kanker (Yimdjo et. al., 2004), anti malaria (Hay et. al., 2004), 
anti bakteri (Cottiglia et. al., 2004) dan anti tumor (Itoigawa et. al., 2001). 
Kelompok senyawa bahan alam yang telah diisolasi dari tumbuhan genus 
Calophyllum diantaranya senyawa golongan santon (1), kumarin (2), 
benzodipiranon (3), flavonoid (4), triterpenoid (5) dan steroid (6). Berdasarkan 
kerangka dasarnya, senyawa yang telah diisolasi merupakan senyawa aromatik 
kecuali triterpenoid dan steroid. Senyawa turunan santon dan kumarin merupakan 
senyawa yang paling banyak dilaporkan. Senyawa turunan santon dan kumarin 
dari genus Calophyllum mempunyai ciri khas adanya gugus prenil pada cincin 
aromatiknya (Su, 2008). Gambar kerangka dasar senyawa yang terkandung dalam 
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Gambar 1. Kerangka dasar senyawa yang terkandung dalam genus Calophyllum 
 
Berdasarkan hasil penelusuran pustaka telah berhasil diisolasi senyawa 
kumarin dari tumbuhan genus Calophyllum yaitu dari daun spesies C. brasiliense 
yang berasal dari meksiko telah diisolasi senyawa seperti mammea A/BA cyclo D 
(7), mammea B/BA cyclo F (8), mammea B/BB cyclo F (9), mammea A/BA (10), 
mammea A/BB (11), mammea B/BA (12), mammea C/OA (13) dan mammea 
C/OB (14) (Chilpa et. al., 2004). Senyawa lain yang telah berhasil diisolasi adalah 
senyawa kumarin dari daun spesies C. cordato-oblongum yang berasal dari Sri 
Lanka yaitu senyawa cordatolide B (15) (Dharmaratne et. al., 1985). Gambar 
senyawa golongan kumarin yang berhasil diisolasi dari daun genus Calophyllum 









































   
Gambar 2. Senyawa golongan kumarin yang berhasil diisolasi dari daun genus  











Gambar 3. Senyawa golongan kumarin yang berhasil diisolasi dari daun genus  
Calophyllum yang berasal dari Sri Lanka 
 
Senyawa yang telah berhasil diisolasi selain senyawa tersebut adalah 
senyawa golongan flavonoid dari daun genus Calophyllum dengan kerangka 
senyawa flavonoid yang telah dilaporkan yaitu biflavonoid yang disolasi dari daun 
C. venulosum yang berasal dari Malaysia (Cao et. al., 1997) yaitu senyawa 
piranoamentoflavon 7,4‟‟‟-dimetil eter (16), piranoamentoflavon 7,4‟-dimetil eter 
(17), 6”-(3-metil-2-butenil) amentoflavon (18), 6‟‟-(2-hidroksi-3-metil-3-butenil) 
amentoflavon (19) dan piranoamentoflavon (20). Senyawa lain yang telah 
diisolasi adalah senyawa amenthoflavon (21), amentoflavon heksa asetat (22) dan 
amentoflavon tetra metil eter (23) yang diisolasi dari daun C. calaba yang berasal 
dari Sri Lanka (Gunatilaka et. al., 1984). Senyawa amentoflavon (21) sebelumnya 
telah berhasil diisolasi dari daun spesies C. brasiliense yang berasal dari meksiko 
(Chilpa et. al., 2004). Telah dilaporkan juga senyawa biflavonoid yang diisolasi 
 R1 R2  R3 
10 Ph isoprenil i-Bu 
11 Ph isoprenil EtCH(Me) 
12 Pr isoprenil i-Bu 
13 pentyl H  i-Bu 






dari kulit akar C. panciflorum yang berasal dari Papua New Guinea (Ito et. al., 
1999). Senyawa-senyawa tersebut yaitu GB-2 (24), GB-1 (25), GB-2a (26), GB-
1a (27), garcinianin (28), pancibiflavonon (29), volkensiflavon (30) dan 
morelloflavon (31). Senyawa-senyawa tersebut juga telah berhasil diisolasi dari 
daun Garcinia spicata yang berasal dari Sri Lanka (Gunatilaka et. al., 1984). 
Senyawa biflavonoid dilaporkan mempunyai aktivitas sitotoksik dan anti-tumor 
(Ito et. al., 1999) serta penghambat virus HIV (Su et. al., 2008). Gambar senyawa 
golongan flavonoid yang berhasil diisolasi dari daun genus Calophyllum yang 
berasal dari Malaysia, Sri Lanka dan Papua New Guinea ditunjukkan pada 


























Gambar 4. Senyawa golongan flavonoid yang berhasil diisolasi dari daun genus 
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Gambar 5. Senyawa golongan flavonoid yang berhasil diisolasi dari daun genus 














        
 
Gambar 6. Senyawa golongan flavonoid yang berhasil diisolasi dari daun genus 
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Gambar 7. Senyawa golongan flavonoid yang berhasil diisolasi dari daun genus 
Calophyllum yang berasal dari Papua New Guinea 
 
Senyawa triterpen yang telah diisolasi dari genus Calophyllum adalah 
friedelin (32) dan canophyllol (33) dari daun spesies C. calaba dari Sri Lanka 
(Gunatilaka et. al., 1984), C. lankaensis, C. thwaitesis dari Sri Lanka 
(Dharmaratne et. al., 1984) dan C.inopyllum dari Pakistan (Ali et. al., 1999). 
Senyawa canophyllal (34), friedelan-3-ol (35) dan friedelan-3 ,28-diol (36) 
diisolasi dari daun C. calaba dari Sri Lanka (Gunatilaka et. al., 1984). Senyawa 
lainnya dari daun C. inopyllum adalah senyawa 3-Oxo-27-hydroxyacetate 
friedelan-28-oic acid (37) dan 27-hydroxyacetate canophyllic acid (38) (Laure et. 
al., 2005). Senyawa canophyllic acid (39) diisolasi dari daun C. inopyllum dari 
Pakistan (Ali et. al., 1999). Gambar senyawa triterpen yang berasal dari Sri Lanka 







Gambar 8. Senyawa golongan triterpen yang berhasil diisolasi dari daun genus 
Calophyllum yang berasal dari Sri Lanka dan Pakistan  
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Gambar 9. Senyawa golongan triterpen yang berhasil diisolasi dari daun genus 














Gambar 10. Senyawa golongan triterpen yang berhasil diisolasi dari daun genus 
Calophyllum yang berasal dari Pakistan 
 
Senyawa lain yang telah berhasil diisolasi dari genus Calophyllum adalah 
senyawa steroid yaitu diantaranya seperti senyawa kolesterol (40) yang diisolasi 
dari daun tumbuhan C. inophyllum yang berasal dari Pakistan (Ali et al., 1999). 
Gambar senyawa golongan steroid yang berhasil diisolasi dari daun genus 
Calophyllum yang berasal dari Pakistan ditunjukkan pada Gambar 11. 
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Gambar 11. Senyawa golongan steroid yang berhasil diisolasi dari daun genus 
Calophyllum yang berasal dari Pakistan 
 
 
2. Tumbuhan Nyamplung (Calophyllum inophyllum Linn.) 
Salah satu spesies dari genus Calophyllum adalah Calophyllum 
inophyllum atau dikenal dengan nama nyamplung. Tinggi pohonnya dapat 
mencapai 20 meter dan besar batangnya mencapai 1,50 meter. Umurnya bisa 
mencapai 50-60 tahun. Pohonnya tumbuh alami dan biasanya bersifat simpodial 
yaitu seringkali mulai bercabang pada bagian bawah pohon sehingga satu pohon 
seolah-olah menjadi 2 atau 3 pohon. Akarnya berupa akar tunggang. Daunnya 
berwarna mengkilap, tunggal, bersilang berhadapan, bulat memanjang atau bulat 
telur, ujung tumpul, pangkal membulat, tepi rata, pertulangan menyirip, panjang 
10-21 cm, lebar 6-11 cm, panjang tangkai 1,5-2,5 cm dan daging daun seperti 
kulit/belulang yang berwarna hijau. Batang pohon ini berwarna abu-abu hingga 
putih. Warna kayu pohon ini dapat bervariasi tergantung spesies. Bunganya 
berbau enak dan berkelamin dua. Tiap tandan terdapat 7-13 bunga dan berada 
pada ketiak daun teratas. Buahnya berbentuk bulat seperti peluru dengan sebuah 
mancung kecil di depannya, berwarna hijau selama masih bergantung pada pohon, 
tetapi menjadi kekuning-kuningan atau berwarna seperti kayu bila sudah layu 
Daging buahnya yang tipis lambat laun menjadi keriput dan mudah mengelupas. 
Biji yang tersisa berupa bulatan kecil yang bundar, juga dengan sebuah mancung, 
terdiri dari sebuah kulit kering rapuh dan di dalamnya terdapat sebuah inti yang 
merupakan minyak berwarna kuning (Heyne, 1987). Gambar 12 berikut adalah 






Gambar 12. Tumbuhan dan daun C. inophyllum 
a. Klasifikasi tumbuhan 
Kingdom : Plantae 
Subkingdom : Tracheobionta 
Superdivisio : Spermatophyta 
Divisio : Magnoliophyta 
Kelas : Magnoliopsida 
Sub-kelas : Dilleniidae  
Ordo : Theales  
Familia : Clusiaceae  
Genus : Calophyllum 
Spesies               : Calophyllum inophyllum  Linn. 
 (Heyne, 1987) 
 
b. Manfaat tumbuhan C. inophyllum 
Tumbuhan nyamplung (C. inophyllum) banyak memberikan manfaat 
dalam kehidupan sehari-hari. Secara tradisional tumbuhan ini telah banyak 
dimanfaatkan sebagai tanaman obat. Gelam kayu yang telah dihilangkan 
lapisan luarnya berkhasiat sebagai pembersih untuk wanita bersalin, keputihan, 
kencing berdarah dan penyakit kencing bernanah. Getahnya dapat disadap dan 
dapat digunakan sebagai obat reumatik, sendi-sendi kaku dan juga dapat 
digunakan sebagai pereda kejang. Air rendaman dari daun C. inophyllum dapat 
dipakai untuk mengobati peradangan pada mata. Bagian lain dari tumbuhan ini 
yang bisa dimanfaatkan adalah bagian bunganya. Bunga dari tumbuhan C. 
inophyllum dapat dipakai sebagai pengharum sedangkan benang sarinya yang 
berwarna kuning dapat digunakan dalam ramuan jamu untuk wanita bersalin. 





untuk penyembuhan penyakit kulit dapat juga untuk menumbuhkan rambut. 
Minyak tumbuhan ini juga dapat digunakan sebagai obat oles untuk penyakit 
encok dan dapat juga sebagai bahan untuk pembuatan sabun (Heyne, 1987). 
Senyawa calokumarin A (52) yang telah berhasil diisolasi dari bagian 
ranting spesies C. inophyllum merupakan senyawa yang mempunyai aktifitas 
anti-tumor (Itoigawa et. al., 2001). Ekstrak daun dan biji dari tumbuhan ini 
mampu menghambat pertumbuhan dari larva Culex quinquefasciatus, 
Anopheles stephensi dan  Aedes aegypti (Muthukrishnan dan Pushpalatha, 
2001). Senyawa inophyllum B (56) dan inophyllum P (57) yang telah diisolasi 
dari daun C. inophyllum diketahui mempunyai aktivitas sebagai penghambat 
virus HIV (Patil et. al., 1993). Senyawa santon seperti calosanton A (41) dan 
calosanton B (42) yang diisolasi dari kulit akar C. inophyllum dari Kamerun 
mempunyai aktivitas sitotoksik dan anti mikroba (Noldin et. al., 2006). 
 
c. Kandungan senyawa dalam tumbuhan 
Kandungan kimia tumbuhan C. inophyllum yang berhasil diisolasi 
merupakan senyawa turunan santon (1) (Yimdjo et. al.,  2004; Iinuma et. al., 
1994), kumarin (2) (Patil et. al., 1993; Itoigawa et. al., 2001), benzodipiranon 
(3) (Khan et. al., 1996; Ali et al., 1999), senyawa flavonoid (4) (Iinuma et. al., 
1994), triterpenoid (5) (Yimdjo et. al., 2004;  Kumar et. al., 1976) dan steroid 
(6) (Kumar et. al., 1976; Ali et al., 1999). Beberapa senyawa mengandung 
gugus tambahan seperti isoprenil, n-propil, benzoil, metil atau fenil. Gugus 
prenil inilah yang kemudian mengalami modifikasi lebih lanjut membentuk 
kerangka yang lebih kompleks, terutama pada senyawa turunan santon dan 
kumarin. 
 
1) Senyawa Santon 
Santon merupakan senyawa yang paling banyak diisolasi dari 
tumbuhan spesies C. inophyllum (Su, 2008). Kerangka dasar senyawa santon 
berupa dua fenil yang dihubungkan dengan jembatan karbonil dan oksigen 





susunan C6-C1-C6. Biosintesis senyawa santon belum diketahui secara jelas 
namun diduga masih berhubungan dekat dengan biosintesis senyawa flavonoid 
dan stilbenoid. Hal ini bisa dilihat dari tipe oksigenasi dua jenis cincin 
aromatik yaitu satu cincin aromatik (A) yang memperlihatkan ciri berasal dari 
jalur sikimat dan cincin (B) yang memperlihatkan ciri berasal dari jalur asetat-
malonat. Senyawa santon yang diisolasi dari tumbuhan genus Calophyllum ada 
yang terprenilasi dan ada juga yang tidak terprenilasi. Kebanyakan senyawa 
santon yang diisolasi dari C. inophyllum menunjukkan adanya ciri khas adanya 
gugus hidroksi pada C1. Selain itu, kebanyakan senyawa tersebut mengandung 
gugus tambahan terutama gugus isoprenil. Senyawa santon sebagian besar 
berhasil diisolasi dari kulit akar dan kulit batang tumbuhan C. inophyllum. 
Senyawa santon yang  telah diisolasi dari kulit akar C. inophyllum 
yang berasal dari Jepang dan Kamerun adalah caloxanton A (41), caloxanton B 
(42), 1,5-dihydroxyxanthone (43) (Iinuma et. al., 1994; Yimdjo et. al., 2004), 
caloxanthone C (44) (Iinuma et. al., 1994), caloxanthone E (45), caloxanthone 
D (46), 1,3,8-trihydroxy-7-methoxyxanthone (47), 1,3-dihydroxy-7,8-
methoxyxanthone (48), 6-hydroxy- l,5-dimethoxyxanthone (49), 1,3,5-
trihydroxy-2-methoxyxanthone (50), 3-hydroxyblancoxanthone (51) (Iinuma 
et. al., 1995). Gambar senyawa golongan santon yang berhasil diisolasi dari 
kulit akar C. inophyllum yang berasal dari Jepang dan Kamerun ditunjukkan 











 R1 R2 R3 R4  R5 
41 H OH OH isoprenyl H 
51 H H OH OH  CH2=CHC(Me)2 

































 42 46 
 
Gambar 13. Senyawa golongan santon yang berhasil diisolasi dari kulit akar C. 
inophyllum yang berasal dari Jepang dan Kamerun 
 
2)   Senyawa Kumarin 
Senyawa bahan alam yang banyak diisolasi dari tumbuhan C. 
inophyllum selain santon adalah senyawa turunan kumarin. Biosintesis 
senyawa kumarin berasal dari jalur sikimat, atau masih sejalur dengan 
golongan fenil propanoid dikarenakan kumarin merupakan turunan golongan 
fenil propanoid. Ciri khas senyawa ini adalah adanya gugus lakton yang 
terbentuk dari asam pada ujung gugus propan dengan hidroksi pada gugus 
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fenil. Senyawa kumarin yang diisolasi memiliki ciri khas adanya tambahan 
gugus prenil. Oksigenasi senyawa kumarin pada cincin aromatiknya juga khas 
yaitu berselang-seling. Strukur senyawa turunan kumarin dilihat dari gugus 
yang terikat pada C4 dapat dibedakan menjadi 4-metil kumarin, 4-fenil 
kumarin dan 4-(n-propil) kumarin (Kristanti, dkk., 2008). 
Berdasar hasil penelusuran pustaka, pada bagian aerial C. inophyllum 
dari Jepang telah diisolasi senyawa calocoumarin A (52), calocoumarin B (53) 
dan calocoumarin C (54) (Itoigawa et. al., 2001). Sedangkan dari daun C. 
inophyllum yang berasal dari Malaysia telah berhasil diisolasi berbagai 
senyawa kumarin seperti: inophyllum A (55), inophyllum B (56) (Spino and 
Sotheeswaran 1998), inophyllum P (57), inophyllum D (58), inophyllum G-1 
(59), inophyllum C (60) dan inophyllum E (61) (Patil et. al., 1993). 
Berdasarkan hasil penelitian, senyawa Inophyllum B (56) dan Inophyllum P 
(57) yang diisolasi dari daun C. inophyllum menunjukkan aktivitas 
penghambat virus HIV (Patil, 1993). Senyawa-senyawa turunan kumarin dari 
C. inophyllum juga mempunyai aktivitas anti tumor dan aktivitas 
penghambatan paling besar ditunjukkan oleh senyawa calocoumarin A (52) 
karena adanya gugus prenil pada rantai samping (Itoigawa et. al., 2001). 
Gambar senyawa golongan kumarin yang diisolasi dari daun C. inophyllum 
yang berasal dari Jepang ditunjukkan pada Gambar 14, sedangkan senyawa 
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Gambar 14. Senyawa golongan kumarin yang diisolasi dari daun C. inophyllum  


























       
Gambar 15. Senyawa golongan kumarin yang diisolasi dari daun C. inophyllum  
yang berasal dari Malaysia 
 
3)   Senyawa Benzodipiranon 
Benzodipiranon memiliki kerangka yang mirip dengan stilben dengan 
tambahan dua gugus prenil. Berdasarkan penelusuran pustaka senyawa 
benzodipiranon telah berhasil diisolasi dari bagian daun tumbuhan C. 
inophyllum yang berasal dari India. Senyawa tersebut adalah senyawa (2S,3R)-
2,3-dihidro-5-hidroksi-2,3,8,8-tetrametil-6-(1-feniletenil)-4H,8H-benzo [1,2-
b:3,4-b']dipiran-4-on (62) dan inophynone atau (2R,3R)-2,3-dihidro-5-
hidroksi-2,3,8,8-tetrametil-6-(1-feniletenil)-4H,8H-benzo[1,2-b:3,4-b']dipiran-
4-on (63) (Khan et. al., 1996; Ali et al., 1999). Senyawa benzodipiranon lain 
yang berhasil diisolasi adalah dari bagian daun C. inophyllum yang berasal dari 
Pakistan yaitu senyawa inophynone atau (2R,3R)-2,3-dihidro-5-hidroksi-
2,3,8,8-tetrametil-6-(1-feniletenil)-4H,8H-benzo[1,2-b:3,4-b']dipiran-4-on (63) 
dan isoinophynone (64) (Ali et al., 1999). Gambar senyawa benzodipiranon 
yang berhasil diisolasi dari daun C. inophyllum yang berasal dari India dan 
Pakistan masing-masing ditunjukkan pada Gambar 16 dan 17. 
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Gambar 16. Senyawa benzodipiranon yang berhasil diisolasi dari daun C. 
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Gambar 17. Senyawa benzodipiranon yang berhasil diisolasi dari daun C. 
inophyllum yang berasal dari Pakistan 
 
4)   Senyawa Flavonoid 
Flavonoid mempunyai kerangka dasar karbon yang terdiri atas 15 
atom karbon dimana rantai benzen (C6) terikat pada suatu rantai propana (C3) 
sehingga membentuk susunan C6-C3-C6. Susunan ini dapat menghasilkan tiga 
jenis struktur, yaitu 1,3-diarilpropan atau flavon, 1,2-diarilpropan atau 
isoflavonoid dan 1,1-diarilpropan atau neoflavonoid. Berdasarkan struktur 1,3-
diarilpropan, terdapat beberapa jenis flavonoid yang bergantung pada tingkat 
oksidasi rantai propan (C3). Salah satu jenis flavanoid yaitu flavanol (katechin). 
Terdapat tiga jenis katechin yang perbedaannya hanya pada jumlah gugus 
hidroksil pada cincin B (1,2 atau 3). Posisi atom H pada C-2 dan C-3 dari 
katechin berposisi trans, sedangkan pada epicatechin berposisi cis (Kristanti 
dkk, 2008). Golongan terbesar flavonoid yaitu flavon yang memiliki kerangka 





pada cincin B dari 1,3 diarilpropana dihubungkan oleh jembatan oksigen 
sehingga membentuk cincin heterosiklik baru (Lenny, 2006). Gambar kerangka 


















Gambar 18. Kerangka dasar senyawa flavon dari golongan flavonoid 
Biosintesis flavonoid melibatkan dua jalur biosintesis yaitu jalur 
shikimat dan jalur asetat-malonat. Cincin A pada flavonoid berasal dari jalur 
poliketida yaitu kondensasi dari tiga unit asetat atau malonat sedangkan cincin 
B dan rantai propan berasal dari jalur fenilpropanoid (ja lur shikimat). 
Selanjutnya sebagai akibat dari berbagai perubahan, ketiga atom karbon dari 
rantai propan dapat menghasilkan berbagai gugus fungsi seperti ikatan rangkap 
dua, gugus hidroksil, gugus karbonil dan sebagainya (Kristanti dkk, 2008). 
Senyawa flavonoid yang berhasil diisolasi dari kulit akar spesies C. 
inophyllum yang berasal dari Jepang yaitu (-)-epicatechin (65) (Iinuma et. al., 
1994). Senyawa flavonoid lain yang berhasil diisolasi dari benang sari C. 
inophyllum yang berasal dari India yaitu myricetin (66), myricetin-7-glukosida 
(67) dan quercetin (68) (Subramanian and Nair, 1971). Gambar senyawa 
golongan flavonoid yang berhasil diisolasi dari C. inophyllum yang berasal dari 








Gambar 19. Senyawa golongan flavonoid yang berhasil diisolasi dari C. 
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Gambar 20. Senyawa golongan flavonoid yang berhasil diisolasi dari C. 
inophyllum yang berasal dari India 
 
5)   Senyawa Triterpenoid 
Triterpenoid adalah senyawa yang kerangka karbonnya berasal dari 
enam satuan isoprena dan secara biosintesis diturunkan dari hidrokarbon C30 
asiklik, yaitu skualena (Padmawinata dan Sudiro, 1987). Triterpenoid yang 
paling tersebar luas adalah triterpenoid pentasiklik. Beberapa kerangka yang 
paling banyak dijumpai pada senyawa golongan triterpenoid adalah ursan, 
lupan, oleanan dan friedelan (Kristanti dkk, 2008).  
Golongan senyawa triterpenoid yang telah diisolasi dari kulit akar dan 
kayu spesies C. inophyllum yang berasal dari Jepang, Sri lanka dan Pakistan 
yaitu friedelin (33) (Yimdjo et. al., 2004, Kumar et. al., 1976; Ali et al., 1999). 
Senyawa lain yang telah diisolasi adalah canophyllol (34) dan canophyllic acid 
(38) yang diisolasi dari daun C. inophyllum yang berasal dari Pakistan (Ali et. 
al., 1999). Senyawa 3-Oxo-27-hydroxyacetate friedelan-28-oic acid (36) dan 
27-hydroxyacetate canophyllic acid (37) diisolasi dari daun C. inophyllum 





6)   Senyawa Steroid 
Steroid merupakan golongan senyawa dengan kerangka dasar yang 
terdiri atas 17 atom karbon dengan membentuk struktur dasar 1, 2-
siklopentenoperhidrofenantren. Ditinjau dari segi struktur, steroid dapat 
dibedakan berdasarkan jenis substituen R1, R2, R3 yang terikat pada kerangka 
dasar, sedangkan perbedaan antara senyawa yang satu dengan senyawa yang 
lain dari satu kelompok ditentukan oleh panjangnya rantai karbon substituen, 
gugus fungsi yang terdapat pada substituen, jumlah dan posisi gugus fungsi 
oksigen dan ikatan rangkap pada kerangka dasar serta konfigurasi pusat 
asimetris pada kerangka dasar (Kristanti, dkk., 2008). Senyawa steroid yang 
diisolasi dari kayu C. inophyllum yang berasal dari Sri lanka adalah sitosterol 
(69) (Kumar, et al., 1976). Senyawa golongan steroid yang berhasil diisolasi 






Gambar 21. Senyawa golongan steroid yang berhasil d iisolasi dari C. 
inophyllum yang berasal dari Sri Lanka 
 
3. Metode Isolasi Senyawa Bahan Alam 
Ekstraksi digunakan untuk mengambil suatu senyawa bahan alam dari 
sampel tumbuhan. Ekstraksi merupakan salah satu metode pemisahan kimia 
berdasarkan atas kelarutan komponen dengan pelarut yang digunakan. Ekstraksi 
pada padatan digunakan untuk memisahkan senyawa hasil alam dari jaringan 
kering tumbuhan, mikroorganisme dan hewan. Metode ekstraksi yang tepat 
ditentukan oleh tekstur, kandungan air bahan yang akan diekstrak dan senyawa 
yang akan diisolasi. Jika substansi yang akan diekstrak terdapat dalam campuran 





Maserasi merupakan contoh metode ekstraksi padat-cair bertahap yang 
dilakukan dengan cara merendam padatan dalam suatu pelarut dengan tujuan 
untuk mengekstraksi suatu substansi dari bahan alam yang dilakukan tanpa 
pemanasan (temperatur kamar), dengan pemanasan atau bahkan pada suhu 
pendidihan. Salah satu keuntungan metode maserasi adalah cepat, terutama jika 
dilakukan pada suhu didih pelarut. Waktu rendam bahan dalam pelarut bervariasi 
antara 15-30 menit tetapi terkadang bisa sampai 24 jam. Kelemahan dari metode 
ini adalah jumlah pelarut yang diperlukan juga cukup besar (Kristanti dkk, 2008). 
Proses ekstraksi biasanya dimulai dengan meggunakan pelarut organik 
dengan tingkat kepolaran rendah dan kemudian secara bertingkat dilanjutkan 
dengan pelarut yang lebih polar. Pelarut yang digunakan adalah n-heksan, eter, 
petroleum eter atau kloroform untuk mengambil senyawa yang kepolarannya 
rendah, selanjutnya digunakan pelarut yang lebih polar seperti alkohol dan etil 
asetat untuk mengambil senyawa-senyawa yang lebih polar. Pemilihan pelarut 
berdasarkan pada kaidah “like dissolve like“, yaitu suatu senyawa polar akan larut 
dalam pelarut polar dan juga sebaliknya, senyawa non polar akan larut dalam 
pelarut non polar. Pelarut air dapat digunakan pada proses maserasi, namun 
diperlukan proses ekstraksi lebih lanjut yaitu ekstraksi fasa air yang diperoleh 
dengan pelarut organik. Proses maserasi yang dilakukan dengan pelarut organik 
untuk selanjutnya filtrat hasil ekstraksi dikumpulkan menjadi satu kemudian 
dievaporasi atau didestilasi untuk memisahkan pelarut dengan ekstraknya. Proses 
selanjutnya yaitu dilakukan pemisahan dengan kromatografi atau rekristalisasi 
langsung (Kristanti dkk, 2008). 
Metode maserasi telah banyak digunakan dalam isolasi senyawa dari 
tumbuhan C. inophyllum. Isolasi inophynone (63) dan isoinophynone (64) dari 
daun C. inophyllum. Daun segar C. inophyllum yang telah dipotong kecil-kecil 
kemudian direndam dalam etanol selama 15 hari (Ali et al., 1999). Isolasi 
(2S,3R)-2,3-dihidro-5-hidroksi-2,3,8,8-tetrametil-6-(1-feniletenil)-4H,8H-
benzo[1, 2-b:3,4-b']dipiran-4-on (62) dan (2R,3R)-2,dihidro-5-hidroksi-2,3,8,8-
tetrametil-6-(1-feniletenil)-4H,8H-benzo [1,2-b:3,4-b']dipiran-4-on (63), serbuk 





4. Metode Pemurnian Senyawa Bahan Alam 
a. Kromatografi 
Kromatografi merupakan salah satu metode pemisahan komponen 
dalam suatu sampel dimana komponen tersebut didistribusikan di antara dua 
fasa yaitu fasa gerak dan fasa diam. Fasa gerak adalah fasa yang membawa 
cuplikan, sedangkan fasa diam adalah fasa yang menahan cuplikan secara 
efektif. Fasa diam yang biasanya digunakan adalah serbuk silika gel sedangkan 
fasa geraknya adalah pelarut organik dengan tingkat kepolaran yang bervariasi. 
Penggunaan pelarut biasanya dimulai dengan meggunakan pelarut dengan 
tingkat kepolaran rendah dan kemudian secara bertingkat dilanjutkan dengan 
pelarut yang lebih polar. Fasa gerak atau eluen merupakan faktor yang 
menentukan gerakan komponen dalam campuran. Pemilihan pelarut tergantung 
pada sifat kelarutan komponen terhadap pelarut yang digunakan. Kekuatan 
elusi suatu pelarut terhadap senyawa dalam kromatografi dengan menggunakan 
silika gel akan turun dengan urutan sebagai berikut : air murni > metanol > 
etanol > propanol > aseton > etil asetat > kloroform > metil klorida > benzena 
> toluen > trikloroetilena > tetraklorida > sikloheksan >heksan. Fasa gerak 
yang bersifat lebih polar digunakan untuk mengelusi senyawa-senyawa yang 
adsorbsinya kuat, sedangkan fasa gerak yang kurang polar digunakan untuk 
mengelusi senyawa yang adsorbsinya lemah (Sastrohamidjojo, 1991). 
 
1) Kromatografi Lapis Tipis 
Ditinjau secara fisik, kromatografi lapis tipis (KLT) merupakan salah 
satu jenis kromatografi planar. Pada KLT pemisahan yang terjadi adalah secara 
adsorpsi. Fasa diam dalam KLT berupa padatan penyerap yang dihasilkan pada 
sebuah plat datar dari gelas, plastik atau alumunium sehingga membentuk 
lapisan tipis dengan ketebalan tertentu. Fase diam atau penyerap yang bisa 
digunakan sebagai pelapis plat adalah silika gel (SiO2), selulosa, alumina 
(Al2O3) dan kieselgur (tanah diatome). Kebanyakan penyerap yang digunakan 
adalah silika gel, dimana telah tersedia plat yang siap pakai (Padmawinata, 





teralusi lebih cepat daripada senyawa polar karena senyawa polar terikat lebih 
kuat pada bahan silika yang mengandung silanol (SiOH2) yang pada dasarnya 
memiliki afinitas yang kuat terhadap senyawa polar (Kristanti dkk, 2008). 
Silika gel yang biasa digunakan adalah silika gel Merck Kieselgel 60 GF254 
0,25 mm, hal ini bertujuan untuk melihat fluoresen atau pemendaran noda 
menggunakan lampu UV pada panjang gelombang 254 nm.  
Analisis suatu senyawa dalam KLT biasanya dilakukan dengan 
dibandingkan terhadap senyawa standarnya. Pengamatan yang lazim 
berdasarkan pada kedudukan noda relatif terhadap batas pelarut yang dikenal 
sebagai Rf (Retardation factor) yang didefinisikan sebagai berikut :  
Rf  =  Jarak komponen yang bergerak 
Jarak pelarut yang bergerak 
 
Kromatografi lapis tipis biasanya digunakan untuk mencari pelarut 
yang sesuai untuk kromatografi kolom, untuk analisis fraksi yang diperoleh 
dari kromatografi kolom, memonitor jalannya suatu reaksi kimia dan untuk 
identifikasi senyawa (uji kemurnian). Identifikasi senyawa pada kromatogram 
dapat dilakukan dengan melihat warna noda di bawah sinar UV atau dengan 
menyemprotkan pereaksi warna sesuai dengan senyawa yang dianalisis. Uji 
menggunakan lampu UV dilakukan sebelum plat disemprot dengan pereaksi 
penampak noda. Hal ini bertujuan untuk melihat fluoresen atau pemendaran 
noda (pada panjang gelombang 254 nm) sehingga dapat dilihat pola pemisahan 
noda dengan lebih jelas. Sedangkan untuk pereaksi semprot atau penampak 
noda pada KLT antara lain: anhidrida asam asetat-asam sulfat pekat (pereaksi 
Liebermann-Burchard) untuk steroid dan triterpenoid; anisaldehida-asam sulfat 
untuk gula, steroid dan terpenoid; alumunium klorida dan antimon klorida 
untuk flavonoid; cerium sulfat-asam sulfat bersifat umum dan dapat digunakan 
untuk semua senyawa organik; pereaksi Dragendorff untuk a lkaloid; 
magnesium asetat untuk antrakuinon serta pereaksi semprot potasium 
hidroksida metanolik untuk kumarin dan antrakuinon. 






2) Kromatografi Vakum Cair 
Kromatografi vakum cair merupakan salah satu kromatografi kolom 
khusus yang biasanya juga menggunakan silika gel sebagai adsorben. Alat 
yang digunakan adalah corong buchner berkaca maser atau kolom pendek 
dengan diameter yang cukup besar. Kolom yang akan digunakan pada 
kromatografi jenis ini dikemas kering dalam keadaan vakum agar diperoleh 
kepadatan adsorben yang maksimum. Pelarut paling non polar yang akan 
digunakan dituangkan ke permukaan adsorben dan divakumkan lagi. Kolom 
siap pakai jika telah kering dan adsorben tidak retak atau turunnya eluen sudah 
rata (Kristanti dkk, 2008). 
Sampel dilarutkan dalam pelarut yang sesuai atau dapat dibuat serbuk 
bersama adsorben (impregnasi) dan dimasukkan pada permukaan kolom 
kemudian dihisap berlahan- lahan. Kolom dielusi dengan pelarut yang sesuai 
dimulai dari yang paling non polar. Kolom dihisap sampai kering pada setiap 
pengumpulan fraksi. Pada kromatografi ini fraksi- fraksi yang ditampung 
biasanya bervolume jauh lebih besar dibandingkan fraksi- fraksi yang diperoleh 
dari kromatografi kolom biasa. Langkah pemisahan menggunakan 
kromatografi vakum cair biasanya dilakukan pada tahap awal pemisahan 
(pemisahan terhadap ekstrak kasar yang diperoleh langsung dari proses 
ekstraksi) (Kristanti dkk, 2008). Kromatografi vakum cair biasanya digunakan 
pada proses fraksinasi.  Penelitian yang menggunakan metode ini antara lain 
isolasi inophynone (63) dan isoinophynone (64) dari daun C. inophyllum 
menggunakan campuran eluen metanol dan kloroform dengan perbandingan 1: 
4 (Ali et al., 1999). 
 
3) Kromatografi Flash 
Kromatografi flash merupakan kromatografi dengan tekanan rendah, 
berbeda dengan kromatografi kolom yang didasarkan pada gravitasi. Ada dua 
hal yang membedakan kromatografi flash dengan kromatografi kolom yaitu 
ukuran silika gel yang digunakan lebih halus dan kecepatan aliran eluen 





diamnya. Pemilihan sistem eluen untuk kromatografi flash disesuaikan dengan 
Rf senyawa yang akan dipisahkan. Rf dari senyawa dianjurkan berada pada 
range 0,15-0,2. Sistem pelarut biner dengan salah satu pelarut mempunyai 
kepolaran yang lebih tinggi, sering digunakan dalam kromatografi ini. Sistem 
pelarut biner yang sering digunakan diantaranya n-heksan/etil asetat, eter/n-
heksana, kloroform/etil asetat dan kloroform/metanol. Jika Rf senyawa 0,2 
maka jumlah eluen yang akan digunakan biasanya 5 kali dari berat silika gel 
yang digunakan dalam kolom (Still et. al., 1978). 
Banyaknya silika gel yang digunakan bervariasi antara 30 sampai 100 
kali dari berat sampel. Pemisahan yang mudah dapat menggunakan 
perbandingan 30:1 yaitu berat silika gel yang digunakan sebanyak 30 kali dari 
berat sampelnya dan untuk pemisahan yang cukup rumit perbandingan antara 
silika gel dengan sampel dapat ditingkatkan (Still et al., 1978). Pemilihan 
kolom disesuaikan dengan banyaknya sampel yang akan dipisahkan. 
Banyaknya sampel berbanding lurus dengan luas penampang kolom. 
Keuntungan penggunaan kromatografi flash adalah waktu elusi lebih cepat 
dibandingkan dengan kromatografi kolom (Kristanti dkk, 2008). Kromatografi 
flash banyak digunakan untuk pemurnian senyawa kimia hasil fraksinasi. 
Penggunaannya antara lain yaitu pada isolasi senyawa biflavonoid dari ekstrak 
etanol daun C. venulosum (Cao et. al., 1997). 
 
4) Kromatografi Kolom  
Kromatografi kolom merupakan suatu teknik pemisahan yang 
didasarkan pada peristiwa adsorpsi. Eluen pada kromatografi kolom keluar dari 
kolom berdasarkan adanya gaya gravitasi bumi, tanpa ada pemvakuman atau 
penekanan. Salah satu kelemahan dari metode ini adalah membutuhkan waktu 
yang lama (Kristanti dkk, 2008). 
Gel Sephadex (G) merupakan salah satu adsorben yang digunakan 
sebagai fasa diam dalam kromatografi kolom. Senyawa dipisahkan berdasarkan 
berat molekulnya jika menggunakan kromatografi ini. Senyawa dengan berat 





eluen adalah air, jika yang digunakan sebagai eluen adalah pelarut organik 
maka gel shepadex berperilaku seperti selulosa tetapi kapasitas pemisahannya 
lebih besar karena ukuran partikelnya lebih teratur. Gel sephadex (LH-20) 
dirancang untuk digunakan memakai eluen organik. Biasanya yang digunakan 
adalah metanol. Sebelum digunakan sebaiknya gel sephadex direndam terlebih 
dahulu dalam eluen selama 12 jam (Kristanti dkk, 2008). 
Beberapa penelitian isolasi senyawa dari tumbuhan C. inophyllum 
juga menggunakan metode kromatografi kolom dengan menggunakan gel 
sephadex LH-20. Contohnya isolasi senyawa santon yaitu calosanton D (51) 
dari kulit akar tumbuhan C. inophyllum  (Iinuma et al., 1995). Contoh lain 
adalah isolasi senyawa biflavonoid yaitu piranoamentoflavon (20) dan 
amentoflavone (21) dari daun C. venulosum (Cao et. al., 1997). 
 
5.  Elusidasi Struktur Senyawa Bahan Alam dengan Spektroskopi 
a. Spektrofotometer Ultra Violet (UV) 
Daerah sinar tampak pada spektrum (sinar yang tampak oleh mata 
manusia) berada pada panjang gelombang 400-800 nm sedangkan daerah sinar 
UV berada pada panjang gelombang yang lebih pendek yaitu sekitar 200-400 
nm (Achmadi, 2003). Prinsip dasar dari spektrofotometer UV adalah 
penyerapan sinar tampak atau ultra violet oleh suatu molekul yang dapat 
menyebabkan terjadinya eksitasi molekul tersebut dari tingkat energi dasar ke 
tingkat yang lebih tinggi. Absorbsi radiasi oleh sampel diukur detektor pada 
berbagai panjang gelombang dan diinformasikan ke perekam untuk 
menghasilkan spektrum. Spektrum ini akan memberikan informasi penting 
untuk identifikasi adanya gugus kromofor (Hendayana, 1994) 
Gugus kromofor mempunyai ciri khas yaitu adanya ikatan rangkap 
(ikatan ). Spektrum sinar ultraviolet umumnya digunakan untuk mendeteksi 
adanya gugus kromofor dan ikatan terkonjugasi, yaitu adanya ikatan rangkap 
yang berselang seling. Pada umumnya, molekul tanpa ikatan rangkap atau 
dengan satu ikatan rangkap saja tidak akan menyerap sinar pada daerah 





menyerap sinar pada daerah ultraviolet. Semakin banyak konjugasi maka akan 
semakin panjang panjang gelombang dari serapan maksimumnya (Achmadi, 
2003). Serapan beberapa kromofor sederhana dan panjang gelombang 
maksimum masing-masing kromofor ditunjukkan pada Tabel 1. 
Tabel 1. Serapan Beberapa Gugus Kromofor Sederhana  
Gugus Kromofor λmaks (nm) 
C=C 175 
C=O 160, 185 dan 280 
C=C–C=C 217 
C=C–C=O 220 dan 315 
Benzena 184, 204 dan 255 
(Kemp, 1987) 
Setiap golongan senyawa memiliki panjang gelombang yang berbeda 
antara satu dengan lainnya. Sehingga panjang gelombang maksimum tertentu 
merupakan karaktetristik senyawa tertentu. Senyawa golongan favonoid 
memiliki dua panjang gelombang maksimum yang berada pada rentang 240-
285 nm (pita II) dan 300-550 nm (pita I), sedangkan karotenoid golongan 
triterpenoid memiliki dua puncak yang muncul pada daerah sekitar 450 nm 
(Kristanti dkk, 2008). Berikut adalah daerah panjang gelombang maksimum 
pada spektrum UV untuk beberapa jenis senyawa flavonoid. 
Tabel 2. Rentangan λmaks pada Spektrum UV Beberapa Jenis Flavonoid 
Jenis Flavonoid Pita I (nm) Pita II (nm) 
Flavon 250-280 310-350 
Flavonol (3-OH tersubstitusi) 250-280 330-360 
Flavonol (3-OH bebas) 250-280 350-385 
Isoflavon 245-275 310-330 sh 
Isoflavon (5-deoksi-6,7-dioksigenasi)  320 
Flavanon dan dihidroflavonol 275-295 300-330 
Chalcon 230-270  
(Intensitas Rendah) 340-390  
Auron 230-270  
(Intensitas Rendah) 380-430  
Antosianidin dan Antosianin 270-280 465-560 





Analisa spektroskopi UV golongan flavonoid sering menggunakan 
pereaksi geser untuk menambah informasi pada data UV. Pereaksi-pereaksi 
tersebut mampu menggeser λmaks kearah yang lebih besar (bathokromik) atau 
lebih kecil (hipsokromik). Pereaksi geser yang biasa digunakan antara lain: 
larutan NaOH 2M/NaOAc yang digunakan untuk mendeteksi adanya gugus 7-
hidroksil bebas, larutan NaOAc/H3BO3 yang digunakan untuk mendeteksi 
adanya gugus orto dihidroksi (pereaksi ini dapat menjembatani kedua gugus 
hidroksil tersebut) (Kristanti dkk, 2008), larutan AlCl3 5% yang digunakan 
untuk mendeteksi gugus 5-hidroksi bebas (Padmawinata dan Sudiro, 1987). 
Spektroskopi UV-Vis telah banyak digunakan dalam identifikasi 
senyawa hasil isolasi. Berdasarkan pustaka identifikasi senyawa kumarin dapat 
dilakukan dengan spektroskopi UV-Vis. Spektra khas UV-Vis untuk senyawa 
kumarin menunjukkan adanya 4 puncak utama pada daerah 212, 274, 282 dan 
312 nm. Sebagai contoh indentifikasi senyawa inophyllum A (52), inophyllum 
B (53), inophyllum P (54) dan inophyllum D (57) dengan spektroskopi UV-Vis 
dalam pelarut metanol menunjukkan adanya empat puncak pada 235, 280, 286 
dan 337 nm (Patil et al., 1993). Penambahan suatu basa akan memberikan 
pergeseran bathokromik pada  λmaks (Padmawinata dan Sudiro, 1987). Contoh 
lain adalah indentifikasi senyawa biflavonoid seperti piranoamentoflavon 
7,4‟‟‟-dimetil eter (16) memberikan tiga puncak maksimum pada 270, 310 dan 
338 nm. Penambahan basa NaOH memberikan pergeseran bathokromik pada λ 
300, 348 dan 400 nm yang menandakan adanya gugus hidroksi bebas pada 
posisi C4 atau C4„„„, sedangkan penambahan pereaksi geser AlCl3-HCl dan 
NAOAc-H3BO3 tidak memberikan perubahan pada puncak spektra yang 
menandakan tidak adanya sistem hidroksi pada posisi orto yaitu pada posisi 
C3„-C4„ atau C3„„„-C4„„„ (Cao  et. al., 1997). 
 
b. Spektrofotometer Inframerah 
Metode Spektroskopi inframerah merupakan suatu metode yang 
mengamati interaksi molekul dengan radiasi elektromagnetik (Hartomo dan 





cm-1 (Achmadi, 2003). Tipe ikatan yang berlainan akan menyerap radiasi IR 
pada karakteristik panjang gelombang yang berbeda. Ikatan non polar tidak 
mengabsorpsi radiasi IR karena tidak ada perubahan momen ikatan apabila 
atom-atom saling berosilasi sedangkan ikatan polar menunjukkan absorpsi 
yang kuat (Pudjaatmaka, 1982). Spektroskopi IR terutama bermanfaat untuk 
menetapkan jenis ikatan yang ada dalam molekul (dengan menggunakan 
daerah gugus fungsi).  
Analisis secara kualitatif dengan spektroskopi inframerah dilakukan 
dengan melihat bentuk spektrumnya yaitu dengan melihat puncak spesifik yang 
menunjukkan gugus fungsional yang dimiliki senyawa tersebut, sedangkan 
untuk analisis kuantitatif dilakukan dengan menggunakan senyawa standar 
yang dibuat spektrumnya pada berbagai variasi konsentrasi. Hampir setiap 
senyawa yang memiliki ikatan kovalen, baik senyawa organik atau anorganik, 
akan menyerap berbagai frekuensi radiasi elektromegnetik dengan panjang 
gelombang (λ) 0,5-1000 µm. Serapan setiap tipe ikatan (N-H, C-H, O-H, C-X, 
C=O, C-O, C-C, C=C, C=N dan sebagainya) hanya diperoleh dalam bagian-
bagian kecil tertentu dari daerah vibrasi inframerah. Kisaran serapan yang kecil 
dapat digunakan untuk menentukan setiap tipe ikatan (Sulastri dan 
Kristianingrum, 2003). Serapan khas beberapa gugus fungsi ditunjukkan pada 
tabel berikut: 
Tabel 3. Serapan Khas Beberapa Gugus Fungsi pada Spektroskopi Inframerah 










alkohol dan fenol 3500-3700 (bebas) 
3200-3500 (ikatan hidrogen) 







aldehida, keton, ester 







Identifikasi awal dalam penentuan struktur suatu senyawa dapat 
dilihat dari serapan gugus fungsi hasil analisis inframerah. Setiap senyawa 
akan memberikan serapan yang khas pada rentang panjang gelombang tertentu. 
Identifikasi kerangka kumarin pada senyawa inophyllum G-1 (59) dapat 
diamati dengan adanya serapan gugus hidroksil (3440 cm-1), karbonil 
terkonjugasi (1671 cm-1), α,β lakton tak jenuh (1717 cm-1) dan cincin benzena 
monosubstitusi (770, 703 cm-1) (Patil et. al., 1993). Serapan khas lain dari 
senyawa kumarin yaitu adanya dua gugus C=O pada serapan 1745 cm-1 dan 
1617 cm-1 (OH terkelasi) dan gugus hidroksil pada serapan 3446 cm-1 (Cao et. 
al., 1998). Pada inophyllum P (57) mempunyai serapan gugus hidroksi pada 
3435 cm-1, ikatan tunggal antara Cα dan Cβ lakton pada 1719 cm
-1, adanya 
gugus fenil yang ditunjukkan pada daerah serapan 765 cm-1 dan 703 cm-1. 
Pada senyawa turunan benzodipiranon seperti (2S,3R)-2,3-dihidro-5-
hidroksi-2,3,8,8-tetrametil-6-(1-feniletenil)-4H,8H-benzo[1,2-b:3,4-b']dipiran-
4-on (62) dan (2R,3R)-2,3-dihidro-5-hidroksi-2,3,8,8-tetrametil-6-(1-
feniletenil)-4H,8H-benzo[1,2-b:3,4-b']dipiran-4-on (63) terdapat serapan tajam 
dari kelat karbonil aromatik pada 1625 cm-1, 785 cm-1 dan 700 cm-1 yang 
menandakan adanya gugus fenil. Selain itu terdapat gugus hidroksi dari asam 
karboksilat pada 3400 cm-1, gugus hidroksi alkohol pada 2900 cm
-1, ikatan C=C 
alkena pada 1645 dan 1625 cm-1, ikatan C=C aromatik pada 1595 cm-1, ikatan 









, dan 1130 cm
-1
, serta serapan ikatan C-H 
aromatik pada 785 cm-1 dan 700 cm
-1
  (Khan et al., 1996). 
 
c. Spektroskopi NMR 
Spektroskopi Resonansi Magnetik Inti (NMR) merupakan salah satu 
metode spektroskopi yang sangat bermanfaat dalam penentuan struktur. 
Metode ini didasarkan pada momen magnet dari inti atom. Inti tertentu 
menunjukkan perilaku seolah-olah mereka berputar (spin). Bila inti dengan 
spin diletakkan di antara kutub-kutub magnet yang sangat kuat, inti akan 





medan magnetik. Inti yang paling penting untuk penetapan struktur senyawa 
organik yaitu 1H dan 13C. Meskipun 12C dan 16O terdapat dalam kebanyakan 
senyawa organik, unsur-unsur tersebut tidak memiliki spin dan tidak 
memberikan spektrum NMR (Achmadi, 2003). 
 
1) Spektroskopi NMR proton 1H 
Spektroskopi proton memberikan informasi struktural mengenai atom-
atom hidrogen dalam molekul organik. Spektra 1H NMR dapat membedakan 
jenis proton dan mengungkapkan berapa banyak jenis proton yang ada dalam 
suatu molekul. Beberapa hal yang perlu diperhatikan dalam 
mengintepretasikan spektra H-NMR adalah luas puncak (peak area) yang 
dinyatakan dengan intergrasi yang menunjukkan jumlah inti 1H yang 
menyebabkan puncak tersebut, pemecahan puncak (splinting) yang 
menerangkan lingkungan dari sebuah proton dengan proton tetangganya, serta 
geseran kimia (chemical shift) yang menunjukkan jenis proton tersebut. 
Spektrum 1H biasanya diperoleh dengan cara sampel senyawa yang 
akan dianalisis (mg) dilarutkan dalam pelarut inert yang tidak memiliki inti 1H. 
Sebagai contoh CCl4 atau pelarut dengan hidrogen yang digantikan oleh 
deuterium, seperti CDCl3 (deuterikloroform) dan CD3COCD3 
(heksadeuterioaseton). Sejumlah kecil senyawa standar ditambahkan. Larutan 
ini dimasukkan ke dalam tube kaca, diletakkan di tengah kumparan frekuensi 
radio (rf), yaitu di antara ujung kutub magnet yang sangat kuat. Inti 
mensejajarkan diri searah dengan atau melawan medan. Secara berangsur dan 
terus-menerus energi yang diberikan keinti dinaikkan oleh kumparan rf. Saat 
energi ini tepat sama dengan celah energi di antara keadaan spin berenergi 
rendah dan keadaan spin berenergi tinggi, maka energi tersebut diserap oleh 
inti. Saat inilah inti dikatakan beresonansi dengan frekuensi terpasang, 
sehingga kita mengenal istilah resonansi magnetik inti (nuclear magnetic 
resonance). Plot dari energi yang diserap oleh sampel terhadap frekuensi 






Tidak semua inti 1H membalikkan spinnya tepat sama dengan frekuensi 
radio sebab inti- inti tersebut mungkin berbeda dalam lingkungan kimianya. 
Posisi puncak diukur dalam satuan δ (delta) dari puncak senyawa standar, yaitu 
tetrametilsilana (TMS), (CH3)4Si. Alasan untuk memilih TMS diantaranya 
adalah ke-12 hidrogennya ekuivalen sehingga hanya memunculkan satu puncak 
yang tajam, yang berfungsi sebagai standar; sinyal 1H-nya muncul pada atas-
medan dibandingkan kebanyakan sinyal 1H dalam senyawa organik lain 
sehingga memudahkan identifikasi puncak TMS; TMS bersifat inert, sehingga 
tidak bereaksi dengan kebanyakan senyawa organik dan titik didihnya yang 
rendah menyebabkan senyawa ini dapat dengan mudah dihilangkan pada akhir 
pengukuran. Kebanyakan senyawa organik memiliki puncak bawah medan (di 
medan rendah) dari TMS dan diberi nilai δ positif. Nilai δ 1,00 berarti bahwa 
puncak muncul 1 ppm dibawah medan dari puncak TMS. Jika spektrum diukur 
pada 60 MHz, maka 1 ppm adalah 60 Hz (sepersejuta dari 60 MHz) dibawah 
medan dari TMS. Pergeseran kimia (chemical shift) dari jenis sinyal 1H 
tertentu adalah nilai δ-nya terhadap TMS. Disebut pergeseran kimia karena 
nilainya bergantung pada lingkungan kimia dari hidrogen. Tabel 4 berikut 
memuat pergeseran kimia beberapa jenis inti 1H yang lazim (Achmadi, 2003). 
Tabel 4. Pergeseran Kimia untuk Beberapa Jenis inti 1H 
Jenis 1H δ (ppm) Jenis 1H δ (ppm) 
C–CH3 0,85-0,95 –CH2=C 4,6-5,0 
C–CH2–C 1,20-1,35 –CH=C 5,2-5,7 
            C 
C–CH–C 
1,40-1,65 Ar–H 6,0-8,0 
CH3–C=C 1,6-1,9            O 
–C–H 
9,5-9,7 




    C 
2,1-2,6 R–OH 0,5-5,5 







Banyak senyawa menghasilkan spektrum yang menunjukkan puncak 
yang lebih rumit, bukan hanya satu puncak (singlet) untuk setiap jenis hidrogen 
melainkan dua puncak (duplet), tiga puncak (triplet) dengan luas relatif 1:2:1, 
empat puncak (kuartet) dengan luas relatif 1:3:3:1, bahkan multiplet. Hal yang 
demikian disebut dengan pembelahan spin-spin (spin-spin splitting). 
Pembelahan spin ini terjadi karena adanya pengaruh medan magnet dari inti 1H 
tetangga terhadap medan magnetik dari inti yang puncaknya kita amati. Inti 1H 
yang membelah sinyal lain dikatakan terkopling (coupled). Besarnya kopling 
atau hertz yang membelah sinyal disebut tetapan kopling (coupling constant), 
disingkat dengan J. Beberapa tetapan kopling yang khas ditunjukkan pada tabel 
5. Pembelahan spin-spin menurun dengan cepat dengan bertambahnya jarak. 
Sementara hidrogen pada karbon yang bersebelahan dapat menunjukkan 
pembelahan yang cukup besar (J=6-8 Hz), hidrogen yang berjauhan dapat 
dikatakan tidak saling mempengaruhi (J=0-1 Hz). Tetapan kopling dapat 
digunakan untuk membedakan antara isomer cis-trans atau antara posisi 
substituen pada cincin benzena. Inti 1H yang ekuivalen secara kimia tidak 
saling membelah. Berikut tabel tetapan kopling untuk beberapa jenis inti 1H. 
Tabel 5. Tetapan Kopling untuk Beberapa Jenis Inti 1H 
Gugus J(Hz) Gugus J(Hz) 
C C




Orto : 6-10 
Meta: 1-3 
Para : 0-1 
C C C





















2)   Spektroskopi 13C NMR  
Sementara spektroskopi 1H NMR memberikan informasi tentang 
susunan hidrogen dalam molekul, spektroskopi 13C NMR memberi informasi 





spin inti, tidak seperti karbon-13. Spektrum karbon-13 berbeda dari spektrum 
1H dalam beberapa hal. Pergeseran kimia karbon-13 terjadi pada kisaran yang 
lebih lebar dibandingkan kisaran pergeseran kimia inti 1H. Keduanya diukur 
terhadap senyawa standar yang sama yaitu TMS, yang semua karbon metilnya 
ekuivalen dan memberikan sinyal yang tajam. Pergeseran kimia untuk 13C 
dinyatakan dalam satuan δ, tetapi yang lazim sekitar 0-200 ppm di bawah 
medan TMS (kisaran untuk 1H dari 0-10 ppm). Kisaran pergeseran kimia yang 
lebar ini cenderung menyederhanakan spektrum 13C relatif terhadap spektrum 
1H (Achmadi, 2003). 
Pergeseran kimia relatif dalam spektroskopi 13C secara kasar paralel 
dengan spektroskopi 1H. TMS menyerap di atas medan, sedangkan karbon 
aldehida dan karboksil menyerap jauh di bawah medan. Posisi relatif absorpsi 
13C ditunjukkan pada Gambar 22. 
 
Gambar 22. Daerah pergeseran spektrum 13C NMR dan gugus fungsi 
Salah satu jenis 13C NMR adalah 13C NMR APT (Attached Proton 
Test).  Spektra 13C NMR APT menunjukkan dua kelompok sinyal karbon yaitu 
karbon metil/ metin dan karbon metilen/ kuarterner. Biasanya spektra karbon 
metil/ metin berada pada sumbu positif sedangkan karbon metilen/ kuarterner 
berada pada sumbu negatif atau dapat juga terjadi sebaliknya. Sedangkan untuk 
membedakan karbon metil dengan metin atau karbon metilen dengan  karbon 
kuartener dapat dilihat dari data hubungan korelasi antara atom karbon dengan 
protonnya (data NMR 2D yaitu HMQC dan HMBC) (Mitchell, 2007). 
Spektroskopi NMR baik 1H NMR maupun 13C NMR sangat berperan 





suatu bahan alam. Sebagai contoh penentuan struktur (2R,3R)-2,3-dihidro-5-
hidroksi-2,3,8,8-tetrametil-6-(1-feniletenil)-4H,8H-benzo[1,2-b:3,4-b']dipiran-
4on (63).  Analisa  data 1H NMR menunjukkan adanya gugus hidroksi kelat (δ 
12,56), gugus fenil (lima proton multiplet terpusat pada δH 7,30 ppm), dua 
proton metil pada C8 (δH 1,12 (s) dan 1,16 ppm (s)), proton metil pada C3 (δH 
1,22 ppm (d, J = 7Hz)), proton metil pada posisi 2 (δH 1,54 ppm (d, J = 6,5 
Hz)), proton pada C3, 2, 9 dan 10 (δH 2,6 (dq, J =11,7 Hz); 4,25 (dq, J =11,65 
Hz); 5,45 (d, J =10 Hz), dan 6,57 (d, J =10 Hz)). Analisa dari beberapa sinyal 
pada 1H NMR  adalah adanya system dimetil benzo γ piron (Ar-O-CH(Me)-
CO-Ar) dengan salah satu proton metil berorientasi di ekuatorial, adanya 
system 2,2 dimetil benzo γ piran dan adanya dua buah gugus >C-CH2. Melalui 
data 13C NMR didapatkan informasi bahwa adanya 24 sinyal karbon. Sinyal-
sinyal tersebut antara lain: 4 sinyal metil (δC 115,5; 126,1; 27,6 dan 27,9 ppm), 
O-C pada kerangka benzodipiranon (δC 77,6 ppm), kerangka benzena yang 
telah tersubsitusi (δC 161,0; 159,1; 155,7; 110,0; δ 101,5 dan 101,2 ppm), O-
CH (δ 78,8 ppm), CO-CH  (δ 45,6 ppm), CH3-CH-O- (δC 19,5 ppm) dan CH3-
CH-CO (δC10 ppm). Sinyal karbon pada δC 27,6 dan 27,9 ppm berhubungan 
dengan signal δC 77,6 ppm maka merupakan 2,2 dimetil benzopiran, sedangkan 
sinyal δC 78,8; 45,6; 19,5 dan 10 ppm saling berhubungan sehingga 
dipresentasikan sebagai 2,3 dimetil yang tersubstitusi pada kerangka piran. 
Sinyal δC 161,0; 159,1; 155,7; 110,0; 101,5 dan 101,2 ppm berhubungan 
dengan signal pada δ 19,83 yang disimpulkan sebagai 5-hidroksi-7-oksi-6,8 
yang mensubstitusi setengah kerangka benzo γ piran (Khan et al., 1996). 
 
3) Heteronuclear Multiple Quantum Correlation (HMQC) 
HMQC merupakan salah satu jenis H NMR dua dimensi yang 
digunakan untuk membantu dalam penentuan struktur suatu senyawa. Melalui 
data HMQC ini dapat diketahui proton-karbon dengan jarak satu ikatan, 
sehingga secara tidak langsung dapat mengetahui karbon yang mengikat proton 
dan karbon yang tidak mengikat proton. Selain itu, juga untuk menentukan 






4) Heteronuclear Multiple Bond Correlation (HMBC) 
HMBC merupakan salah satu jenis H NMR dua dimensi yang 
digunakan untuk pembuktian struktur molekul (struktur dua dimensi) senyawa. 
Melalui data HMBC ini dapat diketahui proton-karbon dengan jarak dua atau 
tiga ikatan sehingga secara tidak langsung dapat digunakan untuk mengetahui 
karbon-karbon tetangga yang memiliki jarak dua sampai tiga ikatan dengan 
suatu proton tertentu (Mitchell, 2007). 
 
B. Kerangka Pemikiran 
Penelitian mengenai isolasi senyawa kimia dari spesies C. inophyllum  
telah banyak dilakukan di luar negeri namun penelitian serupa dengan sampel 
yang berasal dari Indonesia belum banyak dilaporkan. Perbedaan penelitian yang 
telah dilakukan di luar negeri meliputi asal sampel yang digunakan dan jenis 
pelarut yang digunakan pada proses isolasi.  
Penelitian ini dilakukan untuk mengisolasi dan mengelusidasi struktur 
senyawa aromatik dari daun C. inophyllum dari daerah Klaten. Isolasi awal 
dilakukan dengan metode maserasi menggunakan pelarut metanol untuk 
mengambil semua komponen yang terdapat pada daun C. inophyllum. Ekstrak 
yang didapat selanjutnya dilakukan ekstraksi cair-cair dengan n-heksan untuk 
memisahkan senyawa non aromatik yang kebanyakan bersifat non polar seperti 
klorofil, steroid, dan triterpenoid yang ikut terambil. Senyawa kimia aromatik 
yang didapatkan selanjutnya difraksinasi dengan kromatografi vakum cair dan 
dimurnikan dengan kromatografi flash serta kromatografi kolom yang dipandu 
dengan kromatografi lapis tipis. Plat KLT yang digunakan adalah plat silika yang 
spesifik untuk senyawa aromatik yaitu plat silika GF254. Reagen penyemprot yang 
digunakan adalah reagen umum Ce(SO4)2 yang dapat mendeteksi semua senyawa. 
Kemurnian senyawa hasil isolasi dianalisa menggunakan metode KLT dengan 
beberapa eluen berbeda. Selanjutnya isolat yang didapat dielusidasi struktur 
senyawanya dengan spektrofometri IR, UV, 1H NMR, 13C  NMR dan NMR dua 









Senyawa aromatik yang berhasil diisolasi menggunakan metode maserasi 
dengan pelarut metanol dan dielusidasi dengan IR, UV, 1H NMR, 13C NMR dan 
NMR 2 dimensi dari daun C. inophyllum yang berasal dari daerah Klaten diduga 









































A. Metodologi Penelitian 
 
Penelitian ini menggunakan metode eksperimen laboratorium. Isolasi 
senyawa kimia dari daun tumbuhan C. inophyllum dari daerah Klaten 
menggunakan metode maserasi dan kromatografi. Maserasi dengan pelarut 
metanol dilakukan untuk mengambil komponen kimia dalam daun tumbuhan C. 
inophyllum. Pemisahan dan pemurnian isolat yang didapat menggunakan teknik 
kromatografi yaitu kromatografi vakum cair (KVC), kromatografi flash dan 
kromatografi kolom yang dipandu dengan kromatografi lapis tipis (KLT). 
Identifikasi struktur dilakukan dengan metode berbasis spektrofotometri seperti 
spektrofotometer  UV Vis, spektrofotometer infra merah (IR), dan analisis NMR 
meliputi 1H NMR, 13C NMR APT dan NMR dua dimensi. 
 
B. Tempat dan Waktu Penelitian 
Isolasi dan pemurniaan senyawa pada penelitian ini dilakukan di 
Laboratorium Kimia Dasar FMIPA UNS  dan laboratorium Pusat MIPA Sub 
Laboratorium Biologi Pusat UNS. Sedangkan determinasi tumbuhan dilakukan di 
bagian Biologi Fakultas Farmasi UGM Yogyakarta. Analisis spektroskopi UV 
dilakukan di Laboratorium Kimia Dasar FMIPA UNS. Analisis spektroskopi 
inframerah dilakukan di Laboratorium Kimia Organik FMIPA UGM Yogyakarta, 
sedangkan untuk analisis 13C NMR APT, 1H NMR dan NMR dua dimensi 
dilakukan di LIPI Serpong. Penelitian ini dilakukan selama 11 bulan dari bulan 
Mei 2009 sampai Maret 2010. 
 
C. Alat dan Bahan 
1. Alat-alat yang digunakan 
Isolasi dan pemurnian senyawa digunakan KVC dengan diameter kolom 
9 cm, kolom kromatografi flash 3 cm, 2 cm dan 1 cm, sedangkan pada 






setelah maserasi menggunakan penyaring buchner dan untuk pemekatannya 
digunakan rotary evaporator EKA-WERKE HB4 basic. Lampu UV λ254 
digunakan sebagai penampak noda pada hasil analisis dengan  KLT. Struktur 
molekul dari senyawa yang didapat ditentukan dengan spektroskopi UV, IR, 13C 
NMR APT dan 1H NMR. Spektrum UV ditentukan dengan spektrofotometer UV-
Vis Shimadzu UV mini 1240. Spektrum inframerah ditentukan dengan 
spektrofometer Shimadzu PRESTIGE 21. Spektrum 13C NMR APT, 1H NMR dan 
NMR 2 dimensi diukur dengan spektrofotometer Brucker 500 MHz. 
 
2. Bahan-bahan yang digunakan 
Daun C. inophyllum yang digunakan pada penelitian ini berasal dari 
daerah Klaten dan dikumpulkan pada bulan April 2009. Isolasi senyawa kimia 
dilakukan dengan metode maserasi dan kromatografi. Pelarut yang digunakan 
untuk maserasi dan kromatografi adalah pelarut teknis yang didestilasi. Pelarut-
pelarut tersebut adalah n-heksan, metanol dan etil asetat. Pelarut kloroform dan 
aseton yang digunakan dengan grade pro analisis. Fasa diam pada KVC 
digunakan silika gel Merck Si-gel 60 GF254, untuk kromatografi flash digunakan 
silika gel Merck Kieselgel 60 (0,04-0,063 mm) 230-400 mesh, sedangkan pada 
kromatografi kolom digunakan sephadex  LH-20. Analisis Kromatografi Lapis 
Tipis (KLT) menggunkan plat alumunium berlapis silika (Merck Kieselgel 60 
GF254 0,25 mm). Silika gel Merck Kieselgel 60 (0,2-0,5mm) digunakan sebagai 
silika adsorb untuk impregnasi sampel dalam KVC dan kromatografi flash. 
Pereaksi penampak noda yang digunakan adalah larutan 2% Ce(SO)4 dalam 1M 
H2SO4. Reagen geser yang digunakan pada analisis spektroskopi UV adalah 
NaOH 10% dalam aquades. 
 
D. Prosedur Penelitian 
1. Determinasi Sampel 
Determinasi sampel daun C. inophyllum yang akan digunakan dalam 
penelitian dilakukan di bagian Biologi Fakultas Farmasi UGM. Determinasi 





2. Persiapan Sampel Daun C. inophyllum 
Daun C. inophyllum dipotong-potong menjadi ukuran lebih kecil yaitu 
dipotong menjadi dua sampai empat bagian, kemudian diangin-anginkan selama 
seminggu. Potongan daun selanjutnya dikeringkan dengan oven pada temperatur ± 
40 oC. Daun yang telah kering kemudian dibuat dalam bentuk serbuk. 
 
3. Isolasi dan Pemurnian Senyawa dari C. inophyllum 
Serbuk kering daun C. inophyllum sebanyak 5 kg dimaserasi dalam 17 
liter metanol selama ± 24 jam pada suhu kamar. Penyaringan dengan buchner 
selanjutnya dilakukan untuk memisahkan filtrat metanol dari residunya. Filtrat 
metanol yang terkumpul selanjutnya dievaporasi hingga didapatkan ekstrak kental 
metanol dengan volume ± 500 ml. Ekstrak kental metanol kemudian diekstraksi 
cair-cair menggunakan pelarut n-heksan dengan perbandingan n-heksan: ekstrak 
(1:2). Pemisahan dilakukan sebanyak 5 kali dan masing-masing pemisahan 
diulang sebanyak 2 kali. Dua lapis larutan didapatkan pada proses pemisahan 
tersebut yaitu ekstrak metanol dengan berat jenis lebih besar berada dibawah 
sedangkan ekstrak n-heksan berada di atas. Lapisan bawah ekstrak metanol 
diambil dan dipekatkan kembali dengan evaporasi hingga didapatkan sampel 
kental. Sampel kental ini kemudian dimasukkan ke dalam desikator untuk 
mendapatkan sampel kering seberat 288,375 g. 
Sampel kering ini kemudian diambil 40 g dan difraksinasi sebanyak 2 kali 
(masing-masing 20 g) dengan KVC diameter kolom 9 cm menggunakan fasa diam 
silika gel Merck Si-gel 60 GF254 sebanyak 150 g. Fasa gerak yang digunakan 
adalah campuran antara n-heksan: etil asetat dengan perbandingan 10:0 (2x); 9:1 
(2x); 8:2 (4x); 7:3 (2x); 5:5 (2x); 4:6 (2x); dan 0:10 (2x) dengan volume masing-
masing sebanyak 150 ml. Penentuan eluen ini berdasarkan analisa KLT 
menggunakan fasa diam silika gel Merck Kieselgel 60 GF254 0,25 mm. Pola 
pemisahan senyawa setelah plat dielusi kemudian dilihat dengan lampu UV pada 
λ254 dimana pemisahan senyawa terlihat baik pada perbandingan pelarut tersebut.  
Pereaksi penampak noda yang digunakan adalah Ce(SO4)2. Langkah awal, sampel 





dengan silika adsorp. Sampel kemudian dikeringkan dan dibuat serbuk. Sampel 
serbuk kemudian diletakkan diatas silika kolom secara merata. Sampel kemudian 
dielusi dengan eluen yang telah ditentukan sebelumnya. Fraksi- fraksi yang 
didapatkan ditampung dan dilakukan analisa KLT dengan eluen kloroform: n-
heksan (7:3), kloroform : aseton (9:1) dan n-heksan: etil asetat (4:6) untuk melihat 
pola spot fraksi. Berdasarkan analisa KLT maka fraksi- fraksi yang didapatkan 
pada fraksinasi pertama dan kedua yang memiliki pola yang sama selanjutnya 
dilakukan penggabungan fraksi. Fraksi yang pola pemisahannya paling baik dan 
menunjukkan adanya senyawa aromatik kemudian diambil untuk dilakukan 
pemisahan lebih lanjut. 
Fraksi yang telah dipilih difraksinasi sebanyak dua kali dengan 
kromatografi flash. Sebanyak 0,700 g fraksi yang dipilih difraksinasi dengan 
kromatografi flash diameter kolom 2 cm. Sampel dilarutkan dalam aseton 
kemudian ditambahkan silika adsorb sebanyak 1,400 g dan dikeringkan serta 
dihaluskan hingga menjadi serbuk. Fasa diam yang digunakan adalah silika gel 
Merck Kieselgel 60 (0,04-0,063 mm) sebanyak 21 g, sedangkan fasa geraknya n-
heksan: etil asetat (3:7) sebanyak 400 ml. Pengelompokan fraksi hasil pemisahan 
dilakukan dengan panduan KLT menggunakan larutan pengembang n-heksan: etil 
asetat (3:7) serta pereaksi penampak noda Ce(SO4)2 dengan disertai pemanasan. 
Fraksinasi kedua dari sisa sampel sebanyak 0,588 g ditambahkan ke dalam 1,176 
g silika adsorb. Fasa diam silika gel yang digunakan sebanyak 17,640 g. Fasa 
gerak yang digunakan sama dengan fasa gerak pada fraksinasi sebelumnya.  
Fraksi yang didapatkan pada tahap satu dan dua yang memiliki pola pemisahan 
sama berdasarkan analisa KLT maka dilakukan penggabungan dengan panduan 
KLT eluen n-heksan: etil asetat (3:7). Fraksi yang memiliki pola pemisahan yang 
baik, spot noda yang dominan serta berat fraksi paling banyak selanjutnya dipilih 
untuk dimurnikan lebih lanjut. 
Sebanyak 0,349 g fraksi yang dipilih difraksinasi menggunakan 
kromatografi flash dengan kolom berdiameter 2 cm. Sampel dilarutkan dalam 
aseton hingga larut kemudian ditambahkan ke dalam 0,698 g silika adsorb 





digunakan sebanyak 20,940 g dan fasa gerak yang digunakan adalah kloroform: 
etil asetat (8:2) sebanyak 400 ml, perbandingan (7:3) sebanyak 100 ml dan 
terakhir dielusi dengan 100 ml etil asetat untuk mencuci kolom dikarenakan masih 
banyak senyawa target yang tertinggal pada kolom. Senyawa target tertahan lebih 
lama pada silika dikarenakan sifatnya yang lebih polar dari senyawa lain atau 
pengotornya. Pengelompokan fraksi dilakukan berdasarkan pola pemisahan noda 
yang sama dengan panduan KLT menggunakan larutan pengembang n-heksan: 
etil asetat (4:6), lalu disemprot pereaksi penampak noda Ce(SO4)2 dan kemudian 
dipanaskan. Fraksi dengan spot noda dominan dan beratnya paling banyak dipilih 
untuk dimurnikan. 
Fraksi yang dipilih kemudian dimurnikan dengan kromatografi flash 
dengan diameter kolom 1 cm. Sebanyak 0,169 g sampel dilarutkan dalam aseton 
hingga larut kemudian ditambahkan kedalam 0,338 g silika adsorb. Sampel 
dikeringkan dan dihaluskan hingga barbentuk serbuk. Fasa diam yang digunakan 
adalah 10,140 g silika gel sedangkan fasa gerak yang digunakan adalah 
kloroform: metanol (9:1) sebanyak 200 ml dan perbandingan (8:2) sebanyak 100 
ml. Pengelompokan fraksi dilakukan berdasarkan pola pemisahan noda yang sama 
dengan panduan KLT menggunakan larutan pengembang kloroform: metanol 
(8:2), lalu disemprot pereaksi penampak noda Ce(SO4)2 dan kemudian 
dipanaskan. Fraksi dengan spot noda dominan dengan berat yang paling banyak 
kemudian dipilih untuk dimurnikan lebih lanjut. 
Fraksi yang dipilih kemudian dimurnikan lagi dengan kromatografi flash 
dengan diameter kolom 1 cm. Sebanyak 0,074 g sampel dilarutkan dalam aseton 
hingga larut kemudian ditambahkan kedalam 0,148 g silika adsorb. Sampel 
dikeringkan dan dibuat serbuk. Fasa diam yang digunakan adalah silika gel 
sebanyak 7,400 g sedangkan fasa gerak yang digunakan adalah n-heksan: etil 
asetat (6:4) sebanyak 300 ml. Pengelompokan fraksi dilakukan berdasarkan pola 
pemisahan noda yang sama dengan panduan KLT menggunakan larutan 
pengembang n-heksan: etil asetat (4:6) lalu disemprot pereaksi penampak noda 
Ce(SO4)2 kemudian dipanaskan. Fraksi dengan spot noda paling kuat dan 





dimurnikan lebih lanjut dengan kromatografi kolom. 
Fraksi yang dipilih selanjutnya dikromatografi dengan kromatografi 
kolom berdiameter 2 cm menggunakan fasa diam sephadex  LH-20 dan fasa gerak 
metanol sebanyak 300 ml. Pengelompokan fraksi dilakukan berdasarkan pola 
pemisahan noda yang sama dengan panduan KLT menggunakan larutan 
pengembang n-heksan: etil asetat (4:6) serta pereaksi penampak noda Ce(SO4)2 
dan kemudian dipanaskan. Fraksi dengan spot target yang terlihat dominan dan 
memiliki berat paling banyak serta paling mungkin dilakukan identifikasi lanjut 
kemudian dipilih untuk dianalisa KLT menggunakan tiga variasi pelarut untuk 
melihat kemurniannya. Fraksi tersebut untuk selanjutnya dipilih untuk dielusidasi 
strukturnya menggunakan spektrometer UV-Vis, IR dan NMR meliputi 1H NMR, 



































































Sampel daun nyamplung 




dimaserasi 24 jam 
5 kg sampel + 17 liter metanol 
disaring  
Filtrat metanol Residu  
dievaporasi  
Filtrat kental 
 diekstraksi dengan n-heksan 
perbandingan ekstrak: n-heksan (2:1) 
 
 
Ekstrak metanol Ekstrak n-heksan 
dievaporasi 
288,375g Ekstrak kental 
2X @ 20 gram ekstrak sampel 
di KVC eluen n-heksan: etil asetat  
@ 150 ml (9:1 ; 8:2 ; 7:3; 5:5 ; 4:6) 
 











fraksi dengan pola pemisahan baik dan 
 menunjukkan adanya senyawa aromatik  
Fraksi dengan pola pemisahan baik dan 
berat paling banyak 
Fraksi dengan spot target dominan 
dan berat paling banyak 
Fraksi dengan spot target dominan 





































-dikromatografi flash II kloroform: etil asetat 
(8:2) 400ml, (7:3) 100ml 
-didapatkan 
 
- diuji KLT 
-dikromatografi flash III  kloroform: metanol (9:1) 



















































Fraksi dengan spot target dominan 
 
Fraksi dengan spot target dominan 























F. Teknik Analisis Data 
Isolat murni yang diperoleh dari pemisahan dan pemurnian dengan 
kromatografi vakum cair, kromatografi flash dan kromatografi kolom kemudian 
akan dianalisa dengan Kromatografi Lapis Tipis (KLT) dan dielusidasi 
strukturnya menggunakan spektoskopi UV-Vis,  IR, 1H NMR, 13C NMR APT dan 
NMR 2 dimensi. Berdasarkan analisis KLT akan diperoleh noda yang berwarna 
setelah disemprot dengan penampak noda Ce(SO4)2.  
Elusidasi struktur dengan spektoskopi UV didapatkan data spektra UV, 
sehingga dapat diperkirakan gugus kromofor yang ada pada senyawa, sedangkan 
-diuji KLT 
























dari data IR dapat diketahui jenis gugus fungsi yang menyusun senyawa. Dari 
data 13C NMR APT dapat diketahui geseran kimia, jenis dan jumlah atom karbon. 
Dari data 1H NMR dapat diketahui geseran kimia proton, pola pembelahan spin-
spin, luas puncak dan konstanta kopling (J). Banyaknya sinyal dan geseran kimia 
proton menentukan jenis proton sedangkan dari pola pembelahan spin-spin akan 
diketahui jumlah proton tetangga terdekat yang berjarak maksimal tiga ikatan 
yang dimiliki oleh proton tertentu. Banyaknya proton dari setiap jenis proton 
dapat diketahui dari luas puncak masing-masing sinyal proton sehingga dapat 
ditentukan jumlah proton yang menyusun senyawa sedangkan dari kopling (J) 
dapat ditentukan posisi proton-proton yang berdekatan. Data HMQC 
menunjukkan korelasi proton dengan karbon yang berjarak satu ikatan sehingga 
dapat diketahui jenis atom karbon. Data HMBC menunjukkan korelasi proton 
dengan karbon yang berjarak dua sampai tiga ikatan sehingga dapat diketahui 
karbon tetangga dari suatu proton tertentu yang berjarak dua sampai tiga ikatan.  
Berdasarkan hasil interpretasi data-data yang diperoleh, akan didapat 
struktur molekul senyawa yang disarankan. Struktur senyawa yang diperoleh 
dibandingkan dengan data referensi untuk mengetahui apakah senyawa yang 
diisolasi pernah dilaporkan sebelumnya atau belum sehingga dapat dijadikan 
























HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
A. Hasil Isolasi dan Pemurnian Senyawa dari Daun C. Inophyllum 
Hasil determinasi sampel yang dilakukan di bagian Biologi Fakultas 
Farmasi UGM Yogyakarta menyatakan sampel yang digunakan pada penelitian 
adalah benar C. inophyllum (terlampir pada lampiran 1). Daun C. inophyllum 
selanjutnya dikeringkan dan dibuat dalam bentuk serbuk. Serbuk kering daun C. 
inophyllum kemudian dimaserasi dengan metanol untuk mengambil kandungan 
senyawa yang ada dalam daun C. inophyllum. Filtrat yang didapat dipartisi 
dengan n-heksan yang bertujuan untuk memisahkan klorofil dan senyawa non 
polar lainnya dari ekstrak metanol. Senyawa dengan kepolaran rendah akan 
terdistribusi ke fasa n-heksan (Kristanti dkk, 2008). Filtrat metanol dikeringkan 
dan didapatkan ekstrak kering seberat 288,375 g. Ekstrak kering yang didapatkan 
selanjutnya dipartisi menggunakan kromatografi vakum cair (KVC) dan 
dihasilkan delapan fraksi dengan berat masing-masing fraksi sebagai berikut : 
fraksi A (0,730 g), B (0,169 g), C (0,660 g), D (0,305 g), E (3,214 g), F (3,552 g), 
G (0,773 g) dan H (1,355 g). Hasil analisis KLT sampel awal sebelum KVC dan 
fraksi A-H hasil KVC ditunjukkan pada Gambar 23. 
    
       a           b           c               d 
 Gambar 23. Hasil analisis KLT a. Sampel awal sebelum KVC dibawah lampu 
UV pada λ254 (eluen n-heksan : etil asetat (4:6)), b. Fraksi A, B dan 
C (eluen kloroform : n-heksan (7:3)), c. Fraksi D, E dan F (eluen 
kloroform : aseton (9:1)), d. Fraksi G dan H (eluen n-heksan : etil 






Kromatografi vakum cair digunakan untuk proses partisi pada tahap awal 
pemisahan yaitu pada ekstrak kasar setelah proses maserasi, hal ini dikarenakan 
mengingat efektifitas waktu dan banyaknya sampel yang akan dipartisi dimana 
sampel awal yang akan dipartisi cukup banyak dan memerlukan diameter kolom 
yang lebih besar jika dibandingkan dengan kromatografi flash atau kolom. 
Fraksi yang didapatkan dari hasil KVC selanjutnya dipilih untuk 
dimurnikan lebih lanjut. Fraksi H dipilih karena senyawa aromatik terdapat dalam 
fraksi H yang didukung oleh analisa KLT di bawah lampu UV dari senyawa awal 
sebelum dilakukan fraksinasi dengan KVC yaitu senyawa aromatik tidak 
berpendar dibawah lampu UV pada  λ254 (Gambar 23 a), selain itu spot fraksi H 
nampak jelas pola pemisahannya dan menampakkan noda paling dominan setelah 
disemprot dengan Ce(SO4)2. Fraksi H selanjutnya difraksinasi dengan 
kromatografi flash dan didapatkan 9 fraksi utama (H1-H9) dengan berat masing-
masing fraksi adalah sebagai berikut: fraksi H1 (0,025 g), H2 (0,029 g), H3 (0,244 
g), H4 (0,349 g), H5 (0,154 g), H6 (0,175 g), H7 (0,042 g), H8 (0,046 g), dan H9 
(0,041 g). Hasil analisa KLT fraksi H1-H9 ditunjukkan pada Gambar 24. 
 
Gambar 24. Hasil analisa KLT fraksi H1-H9 hasil kromatografi flash (eluen n-
heksan: etil asetat (3:7)) dengan penampak noda Ce(SO4)2 
S: sampel awal 
 
Kromatografi flash digunakan untuk proses partisi pada tahap lanjutan 
dikarenakan efektifitas waktu mengingat pada penelitian kali ini metode 
penelitian yang digunakan adalah metode eksplorasi sehingga pada tahap 
fraksinasi awal lebih diperhatikan keefektifan waktu. Sedangkan pada proses 





proses pemurnian dikarenakan sampel senyawa diperkirakan telah cukup murni. 
Fraksi H4 menunjukkan pola pemisahan yang baik dengan spot noda 
paling dominan serta berat fraksi paling banyak diantara fraksi yang lain maka 
fraksi H4 difraksinasi lanjut untuk mendapatkan senyawa yang lebih murni. 
Fraksi H4 difraksinasi menggunakan kromatografi flash dan didapatkan 4 fraksi 
yaitu fraksi H4a (0,034 g), H4b (0,042 g), H4c (0,169 g) dan H4d (0,066 g) yang 
dianalisa melalui KLT eluen n-heksan: etil asetat (4:6). Hasil analisa KLT fraksi 
H4a-H4d hasil kromatografi flash ditunjukkan Gambar 25: 
 
 Gambar 25. Hasil analisa KLT fraksi H4a-H4d hasil kromatografi flash (eluen n-
heksan: etil asetat (4:6)) dengan penampak noda Ce(SO4)2 
S: sampel awal 
 
Berdasarkan hasil analisa KLT fraksi H4a-H4d dari hasil kromatografi 
flash dengan eluen n-heksan: etil asetat (4:6) tersebut diatas dapat dilihat spot 
fraksi H4c paling kuat atau paling dominan jika dibandingkan dengan spot fraksi 
yang lain setelah plat KLT disemprot dengan penampak noda Ce(SO4)2. Berat 
fraksi tersebut juga paling banyak jika dibandingkan dengan fraksi yang lain maka 
selanjutnya dilakukan fraksinasi lanjut terhadap fraksi H4c untuk memurnikan 
senyawa. Fraksi H4c difraksinasi lagi menggunakan kromatografi flash 
dikarenakan mengingat efektifitas waktu dimana tahap fraksinasi ini masih dalam 
tahap awal pemurnian. Proses fraksinasi ini menghasilkan 5 fraksi utama yaitu 
fraksi H4c1 (0,025 g), H4c2 (0,010 g), H4c3 (0,010 g), H4c4 (0,054 g) dan H4c5 
(0,009 g). Hasil analisa KLT fraksi H4c1-H4c5 hasil kromatografi flash 






Gambar 26. Hasil analisa KLT fraksi H4c1-H4c5 hasil kromatografi flash (eluen 
kloroform: metanol (8:2)) dengan penampak noda Ce(SO4)2 
S: sampel awal 
 
Fraksi H4c2 sampai H4c4 untuk selanjutnya digabung dikarenakan 
beratnya yang terlalu sedikit untuk dimungkinkan dilakukan pemisahan lebih 
lanjut. Fraksi H4c2 sampai H4c4 juga telihat memiliki spot noda dominan yang 
sama, maka ketiga fraksi tersebut digabung menjadi satu fraksi yaitu fraksi H4c4. 
Gabungan ketiga fraksi ini (0,074 g) selanjutnya dimurnikan lebih lanjut dengan 
kromatografi flash dan didapat 3 fraksi yaitu fraksi H4c4a (0,012 g), H4c4b 
(0,024 g) dan H4c4c (0,019 g). Hasil analisa KLT fraksi H4c4a-H4c4c hasil 
kromatografi flash ditunjukkan pada Gambar 27: 
 
Gambar 27. Hasil analisa KLT fraksi H4c4a-H4c4c hasil kromatografi flash 
(eluen n-heksan: etil asetat (4:6)) dengan penampak noda Ce(SO4)2 
 
Senyawa target berada pada fraksi H4c4b sehingga fraksi ini dimurnikan 
lanjut dengan kromatografi kolom dikarenakan jarak pemisahan antar senyawa 





kromatografi kolom menggunakan sephadex LH-20 (dengan eluen metanol) 
dengan diameter kolom 2 cm. Kromatografi kolom digunakan pada proses 
pemurnian akhir ini dikarenakan untuk mengoptimalkan proses pemurnian 
dikarenakan sampel senyawa diperkirakan telah cukup murni. Proses fraksinasi ini 
menghasilkan 3 fraksi yaitu fraksi H4c4b1 (0,001 g), H4c4b2 (0,019 g) dan 
H4c4b3 (0,002 g). Hasil analisa KLT fraksi H4c4b1-H4c4b3 hasil kromatografi 
kolom gravitasi ditunjukkan pada Gambar 28:  
 
 Gambar 28. Hasil analisa KLT fraksi H4c4b1-H4c4b3 hasil kromatografi kolom 
(eluen n-heksan: etil asetat (4:6)) dengan penampak noda Ce(SO4)2 
 
Fraksi H4c4b2 terlihat hanya memiliki satu spot sehingga diduga sebagai 
senyawa yang cukup murni, maka selanjutnya fraksi H4c4b2 ini dilakukan uji 
kemurnian menggunakan KLT yaitu analisa KLT menggunakan tiga variasi 
pelarut yang berbeda untuk melihat kemurniannya. Gambar 29 berikut adalah 
gambar hasil analisa KLT dengan eluen n-heksan: etil asetat (4:6), kloroform: etil 
asetat (5:5) dan kloroform: metanol (7:3). 
        
 Gambar 29. Hasil analisa kemurnian fraksi  H4c4b2. a. Dengan eluen kloroform: 
metanol (7:3)) b. Dengan eluen n-heksan: etil asetat (4:6) c. Dengan 





Berdasarkan hasil analisa uji kemurnian menggunakan tiga variasi 
pelarut tersebut maka fraksi H4c4b2 terlihat cukup murni secara KLT namun 
fraksi ini belum dapat dikatakan sebagai senyawa murni karena penampak noda 
yang digunakan adalah Ce(SO4)2 yang merupakan penampak noda umum yang 
dapat menampakkan semua noda senyawa organik, sehingga pada fraksi H4c4b2 
belum tentu hanya terdapat satu senyawa saja (senyawa murni). Fraksi H4c4b2 
dapat dikatakan cukup murni secara analisa uji kemurnian dengan KLT. Fraksi 
H4c4b2 yang diperoleh berbentuk padatan kuning dengan berat 0,019 g. Elusidasi 
struktur senyawa pada fraksi H4c4b2 ditentukan dari data spektrum UV, IR, 1H 
NMR, 13C NMR APT, HMQC dan HMBC. 
 
B. Elusidasi Struktur Senyawa dari Isolat Murni Fraksi H4c4b2 
 
1. Analisis Data UV 
Spektrum UV senyawa hasil isolasi memperlihatkan serapan yang khas 
untuk beberapa gugus kromofor. Hasil identifikasi spektroskopi UV senyawa hasil 
isolasi ditunjukkan oleh Gambar 30. 
 
(a) (b) 
Gambar 30. (a).  Spektrum UV senyawa hasil isolasi dengan pelarut MeOH 
 (b). Spektrum UV senyawa hasil isolasi dengan pelarut MeOH dan 
penambahan pereaksi geser NaOH 
 
Spektrum UV dari fraksi H4c4b2 dalam pelarut metanol menunjukkan dua 
serapan maksimum pada λmaks 268,5 dan 330,5 nm. Serapan ini menunjukkan 








merupakan serapan dari sistem sinamoil yaitu karbonil yang berkonjugasi dengan 
cincin aromatik. Sedangkan serapan pada λmaks 268,5 nm adalah merupakan 
serapan dari sistem benzoil. Penambahan pereaksi geser NaOH menyebabkan 
pergeseran bathokromik. Pergeseran batokromik tersebut dapat dilihat pada 
serapan 274,5 dan 379,0 nm yang menunjukkan adanya gugus hidroksi fenolik 
bebas yang tersubsitusi pada cincin aromatiknya. Gugus fenol tersebut mengalami 
kesetimbangan keto-enol dengan gugus karbonil (Purwaningsih dan Ersam, 2007).  
Berdasarkan analisis spektrum UV, dapat disimpulkan bahwa pada senyawa hasil 
isolasi mempunyai ikatan rangkap terkonjugasi dari sistem aromatik yang 
tersubtitusi gugus karbonil dan gugus hidroksi. 
 
2. Analisis Data Inframerah  
Data spektrum inframerah menunjukkan adanya serapan-serapan yang 
khas dan  tajam pada beberapa panjang gelombang. Hasil identifikasi 
spektroskopi IR senyawa hasil isolasi ditunjukkan oleh Gambar 31. 
 
 Gambar 31. Spektrum IR senyawa hasil isolasi 
 
Serapan yang muncul diantaranya pada bilangan gelombang (νmaks) 
3240,41 cm-1 menunjukkan adanya serapan melebar dari gugus OH. Serapan pada 
1000-1300 cm-1 menunjukkan adanya serapan vibrasi ulur C-O suatu alkohol dan 
atau fenol yang memperkuat keberadaan gugus OH. Serapan dari gugus karbonil 








cm-1. Data UV menunjukkan pada senyawa hasil isolasi terdapat sistem aromatik 
namun pada spektra IR serapan utama CH aromatik tidak muncul karena adanya 
serapan OH yang melebar. Adanya sistem aromatik didukung dengan munculnya 
serapan pada daerah 1573,91; 1504,48 dan 1427,32 cm-1 yang menunjukkan 
vibrasi ulur C=C aromatik. Hal ini juga diperkuat dengan adanya vibrasi tekuk C-
H aromatik pada daerah 600-900 cm-1. Serapan yang tajam pada daerah vibrasi 
tekuk CH aromatik menunjukkan adanya substituen pada sistem aromatik. 
Berdasarkan analisis spektrum IR diatas dapat disimpulkan senyawa hasil isolasi 
mempunyai gugus hidroksi, gugus karbonil keton dan gugus aromatik. 
 
3. Analisis Data Spektrum 13C NMR dan 1H NMR  
Spektra 13C NMR diukur dengan 13C NMR APT  yang memperlihatkan 
dengan jelas jenis-jenis karbon yang terdapat pada senyawa hasil isolasi. Sinyal 
berlawanan arah dengan pelarut merupakan sinyal karbon yang mengikat proton 
berjumlah ganjil (metin CH/ metil CH3) sedangkan karbon kuarterner dan karbon 
yang mengikat proton berjumlah genap (metilen CH2) sinyalnya searah dengan 
pelarut. Data spektrum 13C NMR APT memperlihatkan adanya 30 karbon, yang 
terdiri dari 28 karbon aromatik dan dua karbon karbonil (data terlampir pada 
lampiran 2). Hasil identifikasi spektroskopi 13C NMR APT untuk karbon aromatik 
tersebut ditunjukkan oleh Gambar 32a dan 32b. 
 
Gambar 32a. Geseran kimia karbon aromatik pada perbesaran δC 99,9-132,5 ppm 
C kuarterner/ =C= 






Gambar 32b. Geseran kimia karbon aromatik pada perbesaran δC 156-183 ppm 
 
Data spektrum 13C NMR APT tersebut memperlihatkan adanya 12 
karbon metin ( CH) dan 16 karbon kuarterner (=C=) dari aromatik serta adanya 
dua karbon karbonil. Berdasarkan penelusuran pustaka senyawa aromatik yang 
pernah diisolasi dari daun spesies C. inophyllum menunjukkan bahwa senyawa 
yang berhasil diisolasi mempunyai kerangka dasar kumarin (9 atom karbon) dan 
benzodipiranon (12 atom karbon). Berdasarkan penelusuran pustaka tersebut 
maka belum ada kerangka dasar yang sesuai dengan senyawa yang diisolasi. 
Penelusuran pustaka pada bagian lain tumbuhan spesies C. inophyllum 
menunjukkan senyawa aromatik yang pernah diisolasi mempunyai kerangka dasar 
santon (13 atom karbon) dan flavonoid (15 atom karbon). Berdasarkan 
penelusuran pustaka tersebut masih belum ada kerangka dasar yang sesuai dengan 
senyawa yang diisolasi. Penelusuran pustaka dilanjutkan pada bagian daun genus 
Calophyllum telah berhasil diisolasi senyawa dengan kerangka dasar biflavonoid 
(28 karbon aromatik dan dua karbon karbonil). Kerangka dasar senyawa yang 
sesuai dengan data 13C NMR senyawa hasil isolasi adalah senyawa dengan 
kerangka dasar biflavonoid yang merupakan senyawa aromatik dengan jumlah 
karbon pada kerangka dasarnya sebanyak 30 karbon. Data spektrum 13C NMR 
memperlihatkan adanya serapan karbonil pada δC 183,0 ppm. Serapan selain 
C kuarterner/ =C= 





karbon aromatik dan karbon karbonil tidak ada lagi gugus tambahan pada 
kerangka dasar sehingga diusulkan senyawa yang diisolasi adalah senyawa 










































Gambar 33. Kerangka dasar senyawa hasil isolasi (senyawa biflavonoid) 
 
Data spektrum 1H NMR menunjukkan adanya 12 proton (data terlampir 
pada lampiran 3). Proton tersebut barada pada rentang geseran 6-8 ppm yang 
menunjukkan rentang geseran proton aromatik. Hasil identifikasi spektroskopi 1H 
NMR untuk proton aromatik tersebut ditunjukkan oleh Gambar 34a dan 34b. 
 
Gambar 34a. Geseran kimia proton aromatik pada perbesaran δH 6,19-6,69 ppm 
(s, 1H) (s, 1H) 
(s, 1H) 
(d, 1H, J:1.8) 
(s, 1H) (s, 1H) 
(s, 1H) 
(d, 2H, J:8,6) 
(d, 1H, J:1,85) 






Gambar 34b. Geseran kimia proton aromatik pada perbesaran δH 7,03-8,30 ppm 
 
Spektrum 1H NMR pada Gambar 34 menunjukkan adanya sinyal doblet 
yang mewakili dua proton aromatik, hal ini menunjukkan adanya dua proton yang 
simetris yang muncul pada satu puncak yang sama. Kedua proton tersebut berada 
pada geseran kimia 6,67 dan 6,69 ppm dengan puncak utama berada pada geseran 
6,68 ppm. Kedua proton simetri ini mempunyai tetapan kopling sebesar 8,6 yang 
menunjukkan adanya kopling pada posisi orto dengan proton tetangga. Sedangkan 
pada geseran kimia 7,69 dan 7,70 ppm juga terdapat sistem yang sama yaitu 
adanya sinyal doblet yang mewakili dua proton aromatik yang simetris dengan 
puncak utama berada pada geseran 7,69 ppm. Kedua proton simetri ini 
mempunyai tetapan kopling sebesar 8,55 yang menunjukkan adanya kopling orto 
dengan proton tetangga. Analisis data diatas menunjukkan adanya hubungan 
antara keempat proton tersebut yaitu masing-masing dua proton simetris dengan 
kopling orto. Sistem seperti ini disebut dengan sistem AA‟BB‟ yang ditunjukkan 
pada Gambar 35. Sistem seperti ini hanya dapat terjadi pada cincin B (baik unit I 
maupun unit II senyawa biflavonoid). 
(d, 1H, J:8,55) 
(d, 2H, J:8,55) (dd, 1H, J:8,55; 1,85) 











6,68 (d, 2H, J:8,6) 








Gambar 35. Sistem AA‟BB‟ pada aromatik dari senyawa hasil isolasi 
 
Data spektrum 1H NMR juga menunjukkan adanya tiga proton aromatik 
yang memperlihatkan sistem ABX yaitu proton pada δH  7,03 (d, J: 8,55); 7,86 
(dd, J: 1,85 dan 8,55); dan 8,30 (d, J: 1,8). Proton 7,03 dan 7,86 ppm mempunyai 
tetapan kopling sama yaitu 8,55. Tetapan ini menandakan bahwa kedua proton 
tersebut berkopling orto, sehingga posisi dari kedua proton tersebut pada posisi 
orto. Proton pada 7,86 dan 8,30 ppm mempunyai tetapan kopling hampir sama 
yaitu sebesar 1,85 dan 1,80 yang menandakan bahwa kedua proton tersebut 
berkopling meta, sehingga posisi dari kedua proton tersebut berada pada posisi 
meta. Sistem ABX pada aromatik ditunjukkan pada Gambar 36. Sistem ABX 
hanya dapat terjadi pada cincin B (baik unit I maupun unit II senyawa 
biflavonoid), jika sistem ABX terdapat pada cincin B unit I senyawa biflavonoid 
maka sistem AA‟BB‟ terdapat pada cincin B unit II senyawa biflavonoid.  
8,30(d.1H,1,8)













Gambar 36. Sistem ABX pada aromatik dari senyawa hasil isolasi  
 
Proton lain yang belum disebutkan adalah dua proton doblet yang berada 
pada geseran 6,19 dan 6,35 ppm. Kedua proton tersebut saling berhubungan yang 
ditunjukkan dengan adanya kopling yang tidak berbeda jauh yaitu kopling pada 





doblet yang mempunyai kopling pada posisi meta. Ketiga proton aromatik yang 
tersisa merupakan proton singlet. Posisi kedua proton aromatik doblet yang saling 
berkopling meta tersebut ditunjukkan oleh Gambar 37. Posisi kedua proton ini 
dapat terjadi pada cincin A (baik unit I atau II dari senyawa biflavonoid). 
6,35(d,1H,J:1.85)















Gambar 37. Posisi proton doblet pada aromatik dari senyawa hasil isolasi  
Proton-proton tersebut diatas terikat pada atom karbon aromatik dan untuk 
mengetahui suatu proton terikat pada atom karbon tertentu dapat dilihat dari data 
HMQC. Data HMQC menunjukkan hubungan antara karbon dengan proton 
dengan jarak satu ikatan. Berdasarkan data HMQC dapat ditentukan proton-proton 
tersebut terikat pada atom karbon tertentu. Hubungan HMQC dari senyawa hasil 
isolasi ditunjukkan oleh Gambar 38a, 38b dan 38c. 
 
Gambar 38a. Hubungan HMQC perbesaran δC 93-105 ppm dan δH 6,1-6,7 ppm 











Gambar 38b. Hubungan HMQC perbesaran δC 114-122 ppm dan δH 6,5-7,1 ppm 
 
 
Gambar 38c. Hubungan HMQC perbesaran δC 125-136 ppm dan δH 7,6-8,4 ppm 
 
Data pendukung lain disamping data HMQC adalah data HMBC yang 
menunjukkan hubungan proton dengan karbon dengan jarak dua sampai tiga 
ikatan. Data korelasi antara proton dengan karbon berdasarkan data HMBC dari 
senyawa hasil isolasi dapat dilihat pada Tabel 6. Secara ringkas data geseran dan 
jenis atom karbon serta hubungan proton dengan atom karbon dari data 1H NMR, 
13C NMR APT dan HMQC dapat dilihat pada Tabel 7.  
116,57 
120,15 
6,68(d) 7,03 (d) 
8,30(d) 








Tabel 6. Korelasi antara Proton dengan Karbon berdasarkan Data HMBC 
δH (ppm) HMBC δC (ppm) 
6,19  94,86; 104,84; 163,02; 165,40 
6,22  103,44; 107,91; 162,15; 171,33 
6,35  99,79; 104,84; 158,76; 165,40 
6,57  103,44; 123,22; 164,28; 183,0 
6,64  104,84; 166,08; 183,0 
6,68  116,57; 123,22; 161,77 
7,03  120,12; 124,46; 164,78 
7,69  116,57; 128,98; 161,77; 164,28 
7,86  132,47; 164,78 
8,30  107,91; 127,31; 164,78 
 
Tabel 7. Geseran dan Jenis Atom Karbon serta Korelasi HMQC 
δC (ppm) δH HMQC (ppm) Jenis atom karbon 
94,86 6,35(d,1H, J:1,85) =CH 
99,79 6,19(d,1H, J:2,45) =CH 
102,66 6,22 (s, 1H) =CH 
103,17 6,57 (s, 1H) =CH 
103,25 6,64 (s, 1H) =CH 
103,44 - =C 
104,84 - =C 
107,91 - =C 
116,57 6,68 (d, 2H, J:8,6) =CH 
116,57 6,68 (d, 2H, J:8,6) =CH 
120,15 7,03 (d, 1H, J:8,55) =CH 
120,12 - =C 
123,22 - =C 
124,46 - =C 
127,31 7,86(dd, 1H, J:1,85; 8,55) =CH 
128,98 7,69(d, 2H, J:8,55) =CH 
128,98 7,69(d, 2H, J: 8,55) =CH 
132,47 8,30(d, 1H, J:1,8) =CH 
156,08 - =C 
158,76 - =C 
161,77 - =C 
162,15 - =C 
163,02 - =C 
164,28 - =C 
164,78 - =C 
165,40 - =C 
166,08 - =C 
171,33 - =C 
183,00 - =C=O 





Data HMQC menunjukkan bahwa keempat proton dengan sistem AA‟BB‟ 
masing-masing terikat pada atom karbon C3‟‟‟ dan C5‟‟‟ pada geseran 116,57 
ppm untuk proton 6,68 ppm, sedangkan untuk proton 7,69 ppm terikat pada atom 
karbon C2‟‟‟ dan C6‟‟‟ pada geseran 128,98 ppm. Data HMBC menunjukkan 
kedua proton simetris pada δH 6,68 ppm berkorelasi dengan karbon C1‟‟‟, C3‟‟‟ 
dan C4‟‟‟ pada δC 116,57; 123,22 dan 161,77 ppm, sedangkan dua proton 
simetris yang lain yaitu pada δH 7,69 ppm berkorelasi dengan karbon C2‟‟‟, 
C3‟‟‟, C4‟‟‟ dan C2‟‟ pada δC 116,57; 128,98; 161,77 dan 164,28 ppm. Sistem  
ini merupakan sistem dari cincin B pada unit II senyawa biflavonoid. Hubungan 



















































      a                b      c 
Gambar 39.  a. Hubungan proton δH 6,68 ppm dengan C1‟‟‟, C3‟‟‟ dan C4‟‟‟ 
b.  Hubungan proton δH 7,69 ppm dengan C2‟‟‟, C3‟‟‟ dan C4‟‟‟ 
c.   Posisi proton dan karbon pada sistem  AA‟BB‟ 
 
Proton singlet pada 6,57 ppm terikat pada karbon dengan geseran 103,17 
ppm. Data HMBC menunjukkan bahwa proton singlet ini mempunyai hubungan 
dengan karbon karbonil (δC 183,0 ppm) maka proton tersebut berada pada posisi 
C3 atau C3‟‟. Proton 6,57 ppm memiliki hubungan korelasi dengan karbon C1‟‟‟ 
yaitu pada geseran 123,22 ppm, maka proton ini terletak pada posisi C3‟‟ yaitu 
pada cincin C dari unit II. Posisi yang menggambarkan hubungan ini ditunjukkan 



































Gambar 40. Hubungan proton δH 6,57 ppm dengan C10‟‟, C2‟‟, C1‟‟‟ dan C4‟‟ 
 
Proton singlet pada geseran 6,22 ppm terikat pada karbon dengan geseran 
103,17 ppm. Proton ini mempunyai hubungan dengan karbon pada C10‟‟ yaitu 
pada geseran 103,44 ppm. Posisi yang mungkin ditempati oleh proton singlet ini 
adalah pada C6‟‟ dan C8‟‟. Posisi  C8‟‟ tidak mungkin ditempati oleh proton 
tersebut karena proton 6,22 ppm mempunyai hubungan dengan dua atom karbon 
yang mengikat hidrogen maka posisi yang paling mungkin untuk proton ini adalah 
posisi C6‟‟ yaitu pada cincin A dari unit II. Posisi yang menggambarkan 


































   
Gambar 41. Hubungan proton δH 6,62 ppm dengan C10‟‟, C8‟‟, C7‟‟ dan C5‟‟ 
jika proton berada pada posisi C6 
 
Tiga proton dengan sistem ABX yaitu proton pada δH 7,03; 7,86 dan 8,30 
ppm menurut data HMQC masing-masing terikat pada karbon pada C5, C6 dan 
C2 yaitu pada δC 120,15; 127,31 dan 132,47 ppm. Ketiga proton ini saling 
berkopling yang diketahui dari nilai tetapan kopling proton double doblet 7.86 





dan kopling meta (J:1,85) dengan proton doblet 8,30 (J:1,8). Data HMBC 
menunjukkan proton 7,03 ppm mempunyai korelasi dengan karbon C3, C1 dan 
C4 yaitu pada geseran 120,12; 124,46 dan 164,78 ppm. Proton 7,86 ppm 
mempunyai korelasi dengan karbon C2 dan C4 yaitu pada geseran 132,47 dan 
164,78 ppm. Proton pada geseran 8,30 ppm mempunyai korelasi dengan karbon 
C8‟‟, C6 dan C4 yaitu pada geseran 107,91; 127,31 dan 164,78 ppm. Sistem ini 
hanya bisa terdapat pada cincin B baik pada unit I maupun unit II senyawa 
biflavonoid. Sistem ABX terdapat pada cincin B dari unit I senyawa biflavonoid 
sedangkan untuk cincin B pada unit II senyawa biflavonoid ditempati oleh sistem 
AA‟BB‟. Hubungan ketiga proton dengan sistem ABX terhadap karbon 
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 Gambar 42. a. Hubungan proton δH 7,03 ppm dengan C3, C1 dan C4 
b.  Hubungan proton δH 7,86 ppm dengan C2 dan C4 
c.   Hubungan proton δH 8,30 ppm dengan C6 dan C4 
d.   Posisi proton dan karbon pada sistem  ABX 
 
Karbon pada δC 161,77 dan 164,78 ppm merupakan oksiaril. Data NMR 





dari data IR terdapat gugus fungsi hidroksi, sehingga karbon oksiaril pada δC 
161,77 dan 164,78 ppm merupakan C aromatik yang mengikat gugus hidroksi. 
Kemungkinan posisi dari karbon ini adalah pada C4 dan C4‟‟‟. Karbon pada δC 
161,77 ppm mempunyai hubungan dengan proton sistem AA‟BB‟ maka posisi 
dari karbon ini adalah pada C4‟‟‟. Hubungan karbon C4‟‟‟  ini dengan  proton 
pada sistem AA‟BB‟ ditunjukkan pada Gambar 39. Karbon pada δC 164,78 ppm 
mempunyai hubungan dengan proton sistem ABX maka posisi dari karbon ini 
adalah pada C4. Hubungan karbon C4 ini dengan  proton pada sistem  ABX 
ditunjukkan pada Gambar 42. 
 Data 1H NMR masih menunjukkan adanya satu proton singlet yang 
berada pada geseran 6,64 ppm. Proton tersebut terikat pada karbon dengan 
geseran 103,25 ppm. Data HMBC menunjukkan bahwa proton singlet ini 
mempunyai hubungan dengan karbon karbonil (δC 183,0 ppm) maka proton 
tersebut berada pada posisi C3 yaitu pada cincin C dari unit I. Posisi yang 
































Gambar 43. Hubungan proton δH 6,64 ppm dengan C10, C2 dan C4 
 
Proton aromatik lainnya yaitu dua proton doblet pada δH 6,19 dan 6,35 
ppm terikat pada karbon dengan δC 99,79 dan 94,86 ppm. Proton pada δH 6,19 
ppm berhubungan dengan karbon pada δC 94,86; 104,84; 163,02 dan 165,40 ppm. 
Sedangkan proton pada δH 6,35 ppm berhubungan dengan karbon pada δC 99,79; 
104,84; 158,76 dan 165,40 ppm. Posisi dua proton doblet tersebut adalah pada 





104,84 ppm (C10). Kemungkinan posisi proton pada cincin A adalah terikat pada 
C5, C6, C7 dan C8. Puncak dari kedua proton adalah doblet maka kedua proton 
tersebut saling berhubungan. Proton pada δH 6,19 ppm mempunyai hubungan 
dengan karbon yang terikat dengan δH 6,35 ppm dan begitu juga sebaliknya. Nilai 
kopling kedua proton tersebut adalah 1,8 dan 2,45 yang menandakan bahwa 
proton tersebut berada posisi meta sehingga kemungkinan kedua proton tersebut 
berada pada C5 dan C7 atau C6 dan C8. Proton yang berada pada posisi C5 harus 
mempunyai hubungan dengan karbonil, namun dari data HMBC kedua proton 
tersebut tidak berhubungan dengan karbonil. Oleh karena itu kedua proton ini 
terikat pada C6 dan C8. Proton 6,19 ppm memiliki korelasi dengan karbon C8, 
C10, C5 dan C7 yaitu pada geseran 94,86; 104,84; 163,02 dan 165,40 ppm 
sehingga proton 6,19 ppm terikat pada C6. Proton 6,35 ppm memiliki korelasi 
dengan karbon C6, C10, C9 dan C7 yaitu pada geseran 99,79; 104,84; 158,76 dan 
165,40 ppm sehingga proton 6,35 ppm terikat pada C8. Kedua proton ini terdapat 
pada cincin A dari unit I. Posisi yang menggambarkan hubungan ini ditunjukkan 
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 Gambar 44. a. Hubungan proton δH 6,19 ppm dengan C8, C10, C5 dan C7 
b.  Hubungan proton δH 6,35 ppm dengan C6, C10, C9 dan C7 
 
Karbon pada δC 163,02 dan 165,4 ppm merupakan karbon aromatik yang 
mengikat gugus hidroksi. Kemungkinan posisi dari karbon ini adalah pada C5 dan 
C7. Karbon pada δC 163,02 ppm mempunyai hubungan dengan proton 6,19 ppm 





proton pada δH 6,19 ppm ditunjukkan pada Gambar 44a. Karbon pada δC 165,4 
ppm mempunyai hubungan dengan proton 6,19 dan 6,35 ppm maka posisi dari 
karbon ini adalah pada C7. Hubungan karbon C7 ini dengan  proton pada δH 6,19 
dan 6,35 ppm ditunjukkan pada Gambar 44a dan 44b. 
Karbon pada geseran 156,08 ppm belum diketahui posisinya, namun  
posisi yang tersisa hanyalah pada posisi C9‟‟ maka posisi karbon 156,08 ppm 
adalah pada C9‟‟.  Berdasarkan analisis diatas, posisi karbon-karbon yang 
mengikat hidrogen nilai geserannya lebih besar jika dibanding dengan karbon 
yang tidak mengikat hidrogen. Hal ini karenakan karbon tersebut terikat langsung 
dengan atom oksigen sehingga lebih tak terlindungi dan nilai geserannya menjadi 
lebih besar. Sama halnya dengan karbon karbonil dan karbon eter yang berikatan 
langsung dengan atom oksigen maka nilai geseran karbonnya menjadi lebih besar 
jika dibandingkan dengan atom karbon yang tidak mengikat atom oksigen. 
Sinyal proton hidroksi terkhelat tidak muncul pada spektrum 1H NMR 
senyawa hasil isolasi. Hal ini dikarenakan gugus hidroksi sangat sensitif terhadap 
pelarut, temperatur, konsentrasi serta adanya ikatan hidrogen (Fessenden, 1986) 
yang mengakibatkan gugus ini tidak stabil saat dilakukan pengukuran 
menggunakan 1H NMR. Tidak munculnya sinyal proton hidroksi terkhelat dan 
sinyal proton gugus hidroksi bebas pada spektrum 1H NMR senyawa hasil isolasi 
diduga karena proton dari gugus hidroksi membentuk ikatan hidrogen dengan 
pelarut mengingat pelarut yang digunakan cukup polar yaitu aseton, sehingga δH 
proton hidroksi bergeser ke bawah medan yang lebih jauh. Adanya gugus hidroksi 
pada senyawa hasil isolasi diperkuat oleh data spektrum UV yang ditunjukkan 
dengan terjadinya pergeseran batokromik pada pita dengan daerah λmaks 268,5 dan 
330,5 nm ke λmaks 274.5 dan 379.0 nm setelah penambahan pereaksi NaOH serta 
hasil identifikasi spektrometer IR yang ditunjukkan dengan adanya serapan 
vibrasi ulur O-H yang berikatan hidrogen pada νmaks 3240,41 cm
-1. 
Posisi ikatan pada unit I dengan unit II pada senyawa hasil isolasi adalah 
pada C3‟ dengan C8‟‟. Hal ini didukung oleh data proton pada geseran 8,30 ppm 
yang terdapat pada C2‟ berkorelasi dengan C8‟‟ (107,91 ppm) dimana C 107,91 





dengan C 107,91 ppm tersebut). Berdasarkan uraian analisa tersebut dapat 
diketahui posisi ikatan antara unit I dengan unit II pada senyawa biflavonoid hasil 
isolasi adalah berada pada posisi C3‟ dengan C8‟‟. Posisi karbon-karbon dan 












































































6,68 (d,2H, 8.6) 













Berdasarkan analisis data1H NMR, 13C NMR APT, HMQC dan HMBC 
yang didukung oleh data UV dan IR yang menunjukkan senyawa hasil isolasi 
mempunyai ikatan rangkap terkonjugasi dari sistem aromatik yang tersustitusi 
oleh gugus karbonil keton dan gugus hidroksi serta perbandingan literatur 
(Sanomiya et., all. 2004) dengan senyawa lain yang memiliki pola pergeseran 
proton dan karbon yang hampir sama, struktur yang disarankan untuk senyawa 
hasil isolasi yaitu senyawa H4c4b2 adalah amentoflavon (21) dengan rumus 
molekul C30H18O10  yang termasuk dalam golongan biflavonoid. Data spektrum 
senyawa amentoflavon dibandingkan dengan data senyawa H4c4b2 menunjukkan 
data yang tidak jauh berbeda. Senyawa amentoflavon yang telah dikenal diisolasi 
dari daun C. brasiliense dan C. calaba (Chilpa et., all. 2004, Gunatilaka et., all. 
1984). Perbandingan  data 1H dan 13C NMR senyawa H4c4b2 dengan senyawa 
standar amentoflavon (21) ditunjukkan pada Tabel 8. Gambar struktur senyawa 






















































Gambar 47. Struktur senyawa amentoflavon 
 
Data 1H NMR senyawa H4c4b2 menunjukkan kemiripan dengan senyawa 
standar amentoflavon, namun terdapat sedikit perbedaan pada pergeseran karbon 





perbedaan pelarut yang digunakan saat melakukan pengukuran data NMR. 
Pengukuran senyawa standar digunakan pelarut DMSO sedangkan senyawa 
H4c4b2 menggunakan pelarut aseton. Perbedaan ini dapat juga terjadi karena 
perbedaan tipe ikatan antara unit I dan unit II senyawa biflavonoid. Tipe ikatan 
lain yang mungkin terjadi adalah tipe ikatan C3‟-C6‟‟. Berdasarkan literatur tipe 
ikatan C3‟-C6‟‟ yang pernah diisolasi adalah senyawa robustaflavon (Zheng, 




















































Gambar 48. Struktur senyawa robustaflavon 
 
Senyawa robustaflavon memiliki rumus molekul yang sama dengan 
senyawa amentoflavon, hanya terdapat perbedaan pada tipe ikatan dan nilai 
pergeseran atom-atom karbonnya. Posisi ikatan C3‟-C6‟‟ didukung oleh data 
proton pada geseran 8,30 ppm yang terdapat pada C2‟ unit I berkorelasi dengan 
C6‟‟ (107,91 ppm) dimana C 107,91 ppm ini terdapat pada unit II (karena proton 
6,22 ppm mempunyai korelasi dengan C 107,91 ppm tersebut).  Perbandingan data 
1H dan 13C NMR senyawa H4c4b2 dengan senyawa robustaflavon ditunjukkan 
pada Tabel 9. Posisi karbon-karbon dan proton-proton pada senyawa hasil isolasi 






















































Gambar 49. Posisi geseran kimia karbon-karbon pada senyawa hasil isolasi 








6,68 (d,2H, 8.6) 




































Data 1H NMR senyawa H4c4b2 menunjukkan kemiripan dengan senyawa 
robustaflavon, namun terdapat perbedaan yang signifikan pada nilai geseran 
karbonnya sehingga tipe ikatan ini juga baru sebatas saran/ dugaan. Berdasarkan 
uraian diatas maka terdapat dua perkiraan struktur untuk senyawa H4c4b2, yaitu 
senyawa amentoflavon atau senyawa robustaflavon. Namun jika dilihat dari 
perbandingan data 1H dan 13C NMR senyawa hasil isolasi dengan kedua senyawa 
standar tersebut maka senyawa hasil isolasi lebih memiliki kecenderungan 
kemiripan terhadap senyawa amentoflavon. Meskipun demikian masih terdapat 
perbedaan antara nilai geseran karbon senyawa hasil isolasi dengan senyawa 
standar yang belum bisa dijelaskan secara pasti dikarenakan senyawa hasil isolasi 
belum cukup murni sehingga perlu dilakukan pemurnian lebih lanjut dan perlu 
didukung dengan analisa data yang lain seperti spektroskopi massa (MS) untuk 
mengetahui kepastian struktur senyawa hasil isolasi.  
Berasarkan uraian tersebut diatas maka struktur senyawa hasil isolasi 
belum dapat ditentukan secara pasti, namun berdasarkan data 1H dan 13C NMR 
senyawa hasil isolasi mempunyai kerangka dasar biflavonoid yang termasuk 
dalam golongan senyawa flavonoid. Senyawa biflavonoid sendiri belum pernah 
ditemukan pada bagian daun ataupun bagian lain dari tumbuhan C. inophyllum. 
Berdasarkan penelitian isolasi senyawa yang telah dilakukan sebelumnya pada 
daun C. inophyllum telah berhasil diisolasi senyawa kumarin dan benzodipiranon, 
sedangkan pada penelitian kali ini ditemukan senyawa biflavonoid yang termasuk 
dalam golongan flavonoid. Senyawa yang berhasil diisolasi pada penelitian ka li 
ini berbeda dengan penelitian yang telah dilakukan sebelumnya karena adanya 
perbedaan asal sampel tumbuhan dan jenis pelarut yang digunakan pada proses 
isolasi, sehingga dihasilkan senyawa baru yang sebelumnya belum pernah 












Tabel 8. Perbandingan Data 1H dan 13C NMR Senyawa H4c4b2 dengan Senyawa 
Standar Amentoflavon (21). 
posisi 










d4, 125 MHz) 
8 6,43 (d,1H, J:2,5) 6,35(d,1H, J:1,85) 94,0  94,86  
6 6,18(d,1H, J:2.,) 6,19(d,1H, J:2,45) 98,7  99,79  
6‟‟ 6,33(s,1H) 6,22 (s,1H) 98,9  102,66  
3‟‟ 6,76(s,1H) 6,57 (s, 1H) 102,6  103,17  
3 6,81(s,1H) 6,64 (s, 1H) 102,9 103,25  
10 - - 103,6  103,44  
10‟‟ - - 103,7  104,84  
8‟‟ - - 104,0  107,91  
3‟‟‟ 6,69(d,2H, J:8,5) 6,68 (d,2H, J:8,6)  115,8  116,57 
5‟‟‟ 6,69(d,2H, J:8,5) 6,68 (d,2H, J:8,6)  115,8  116,57  
5‟ 7,09(d,1H, J:8,5) 7,03 (d,1H, J:8,55) 116,3  120,15  
3‟ - - 120,0  120,12  
1‟‟‟ - - 120,9  123,22  
1‟ - - 121,4  124,46  
6‟ 7,97(dd,1H, J:2,5; 8,5) 7,86(dd,1H, J:1,85; 8,55) 127,8  127,31  
2‟‟‟ 7,58(d,2H, J:8,5) 7,69(d,2H, J:8,55) 128,2  128,98  
6‟‟‟ 7,58(d,2H, J:8,5) 7,69(d,2H, J: 8,55) 128,2  128,98  
2‟ 7,98(d.1H, J:2,5) 8,30(d,1H, J:1,8) 131,4  132,47 
9‟‟ - - 156,9  156,08  
9 - - 159,7  158,76  
4‟ - - 159,9  164,78 
7‟‟ - - 160,5  171,33  
4‟‟‟ - - 161,0  161,77 
5 - - 161,4  163,02  
5‟‟ - - 161,5  162,15 
2 - - 163,7  166,08 
2‟‟ - - 163,8  164,28 
7 - - 164,1  165,40 
4 - - 181,7  183,0  
4‟‟ - - 182,2  183,0  
* (Sanomiya et., all. 2004) 
 








Tabel 9. Perbandingan Data 1H dan 13C NMR Senyawa H4c4b2 dengan Senyawa 
Standar Robustaflavon. 
posisi 











d4, 125 MHz) 
8‟‟ 6,63(s,1H) 6,22 (s,1H)  93,5 102,66  
8 6,48(d,1H, J:2,1) 6,35(d,1H, J:1,85)  94,0 94,86  
6 6,19(d,1H, J:2,1) 6,19(d,1H, J:2,45) 98,8  99,79 
3 6,78(s,1H) 6,64 (s, 1H) 102,8  103,25  
3‟‟ 6,81(s,1H) 6,57 (s, 1H) 102,8 103,17 
10‟‟ - - 103,5  103,44  
10 - - 103,7  104,84  
6‟‟ - - 109,0  107,91  
3‟‟‟ 6,95(d,2H, J:2,4; 8,8) 6,68 (d,2H, J:1,85; 8,55)  116,0  116,57 
5‟‟‟ 6,95(d,2H, J:8,8) 6,68 (d,2H, J:8,6)  116,0  116,57  
5‟ 7,04(d,1H, J:8,7) 7,03 (d,1H, J:8,55) 116,2  120,15  
1‟ - - 120,8  124,46  
3‟ - - 121,0  120,12  
1‟‟‟ - - 121,3  123,22 
6‟ 7,91(dd.1H, J:8,7) 7,86(dd,1H, J:1,85; 8,55) 127,5  127,31  
6‟‟‟ 7,96(d,2H, J:8,8) 7,69(d,2H, J:8,55) 128,5  128,98  
2‟‟‟ 7,96(d,2H, J:8,8) 7,69(d,2H, J:8,55) 128,5  128,98  
2‟ 7,79(d,1H, J:2,4) 8,30(d,1H, J:1,8) 130,9  132,47 
9‟‟ - - 156,4 156,08  
9 - - 157,4 158,76  
5‟‟ OH - 159,1 171,33 
4‟ - - 159,8 164,78 
4‟‟‟ - - 161,2 161,77 
7‟‟ - - 161,4  162,15 
5 OH - 161,5 163,02 
2‟‟ - - 163,6 164,28 
2 - - 163,9 166,08 
7 - - 164,1 165,40 
4‟‟ - - 181,7 183,0  
4 - - 181,8 183,0  












KESIMPULAN DAN SARAN  
 
A. KESIMPULAN  
1. Hasil pemisahan dan pemurnian ekstrak metanol dari daun C. inophyllum  
dihasilkan isolat berbentuk padatan kuning dengan berat 19 mg (dengan 
randemen 0,00287% b/b). 
2. Hasil elusidasi struktur dari data spektroskopi UV, inframerah dan NMR, 
isolat yang diperoleh bukan merupakan senyawa kumarin dan benzodipiranon 
melainkan merupakan senyawa biflavonoid yang sebelumnya belum pernah 




Berdasarkan data 1H NMR dan 13C NMR, isolat yang diperoleh pada 
penelitian kali ini belum cukup murni sehingga perlu dilakukan pemurnian lebih 
lanjut terhadap isolat yang diperoleh sehingga dapat diketahui dengan pasti 
struktur dan nama senyawa yang berhasil diisolasi tersebut. Selain itu perlu 
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Lampiran 3. Spektrum 1H NMR Senyawa Hasil Isolasi (aseton-d6, 500 MHz) 
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